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 U bolesnica s premalignim promjenama vrata maternice prisutne su povećana lipidna 
peroksidacija te promjene u antioksidacijskom sustavu, što upućuje na važnost oksidacijskoga 
stresa već u ranoj fazi karcinogeneze. Kako bismo rasvijetlili ulogu oksidacijskoga stresa u 
razvoju premalignih promjena vrata maternice ispitat ćemo paraoksonaznu i arilesteraznu 
aktivnost paraoksonaze 1 (PON1), enzima koji sudjeluje u uklanjanju karcinogenih radikala 
lipidne peroksidacije te razdiobu fenotipova PON1 i učestalost polimorfizmama gena pon1 





Cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) označuje intraepitelni predstadij raka vrata 
maternice (Kumar i sur., 2007.). Koja će premaligna lezija vrata maternice napredovati prema 
malignoj, a koja krenuti prema regresiji, pitanje je na koje za sada znanost nije dala jasno 
određen odgovor. Uz prisutnost infekcije humanim papiloma virusom (HPV) i drugi kofaktori 
pridonose malignoj progresiji kao primjerice povećani oksidacijski stres (Di Domenici i sur., 
2012.). Oksidacijski stres i reaktivni kisikovi spojevi (ROS, od engl. reactive oxygen species) 
uključeni su u patogenezu razvoja raznih karcinoma. U bolesnica s rakom vrata maternice 
utvrđena je povećana lipidna peroksidacija te promjene u enzimskim i neenzimskim 
antioksidacijskim sustavima (Arioz i sur., 2009.; Ahmed i sur., 1999.; Balci i sur., 2012.; 
Beevi i sur., 2007.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Delimaris i sur. 2007.; Manju i sur., 2002a.; 
Manju i sur., 2002b.). Povećana lipidna peroksidacija dokazana je i u bolesnica s CIN-om, što 
upućuje na to da je oksidacijski stres važan faktor u ranoj fazi karcinogeneze (Kim i sur., 
2003.; Looi i sur., 2008.). Povećana lipidna peroksidacija ima važnu ulogu u razvoju raka, a 
oksidirani LDL smatra se glavnim oblikom lipidnih hidroperoksida koji je odgovoran za 
karcinogenezu povezanu s oksidacijskim stresom (Camuzcuoglu i sur., 2009.). Unatrag 
nekoliko godina sve više se istražuju mehanizmi koji sprječavaju oksidaciju LDL-a, a jedan je 
od njih i enzim PON1 (Sozmen i sur., 2008.).  
PON1 je u cirkulaciji najvećim dijelom vezan za lipoprotein velike gustoće (HDL), a 
povezanost PON1 s HDL-om nužna je za održavanje normalne serumske aktivnosti ovog 
enzima. PON1 posjeduje organofosfataznu, paraoksonaznu i laktonaznu aktivnost te 
hidrolizira niz supstrata. Nadalje, PON1 djeluje antiaterogeno i antioksidacijski; štiti HDL i 






lipoproteinima i u arterijskim stanicama (Grdić Rajković i sur., 2011.). PON1 sudjeluje u 
uklanjanju karcinogenih radikala lipidne peroksidacije koji su topljivi u lipidima te se taj 
enzim smatra jednim od endogenih sakupljača slobodnih radikala u ljudskom tijelu (Elkirani 
sur., 2007.). Utvrđeno je da je aktivnost PON1 snižena kod raznih vrsta raka, primjerice kod 
raka dojke, prostate, pluća i jajnika (Balci i sur, 2012.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Elkiran i 
sur., 2007.; Samra i sur., 2011.). Prema našim spoznajama samo jedno istraživanje provedeno 
je u svrhu određivanja aktivnosti PON1 u bolesnica s rakom vrata maternice te je i ovdje 
pokazano sniženje enzimske aktivnosti (Samra i sur., 2011.). 
Na aktivnost i koncentraciju PON1 djeluje niz negenskih čimbenika koji uključuju 
okolišne čimbenike (pušenje, alkohol, prehrana, kemikalije iz okoliša, lijekove, dob) i razna 
fiziološka i patološka stanja. Uz negenske čimbenike na koncentraciju i aktivnost PON1 
djeluju i genski čimbenici koji obuhvaćaju polimorfizme u promotorskoj, intronskim i 
kodirajućim regijama gena pon1. Poznato je više od 160 polimorfizama ovog gena od kojih su 
detaljno istraženi polimorfizmi kodirajuće regije Q192R i L55M. U promotorskoj regiji gena 
postoji barem pet polimorfizama od kojih je -108C>T također detaljno ispitan. Iz literaturnih 
je podataka poznat utjecaj polimorfizama kodirajuće (Q192R i L55M) i promotorske (-
108C>T) regije gena pon1 na aktivnost i koncentraciju PON1 (Grdić Rajković i sur., 2011.). 
Budući da ti polimorfizmi gena pon1 utječu na koncentraciju i aktivnost PON1, smatra se da 
bi određeni genotip mogao biti rizični čimbenik za razvoj i napredovanje CIN-a. Koliko 
znamo, u literaturi nema dostupnih podataka o razdiobi genotipova Q192R, L55M i -108C>T 
polimorfizmima gena pon1 u bolesnica s premalignim promjenama vrata maternice ni u 





Specifični ciljevi rada su u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanica s CIN-om: 
1. odrediti paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u serumu, 
2. odrediti fenotip PON1 u serumu, 
3. odrediti razdiobu genotipova i alela polimorfizma Q192R, L55M i -108C>T gena pon1, 
4. ispitati utjecaj polimorfizma Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 na paraoksonaznu i 
arilesteraznu aktivnost PON1, 
5. odrediti koncentracije parametara oksidacijskoga stresa: malondialdehida (MDA), 






6. odrediti koncentracije parametara lipidnoga statusa: triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL 
kolesterola, LDL kolesterola, apolipoproteina AI (apoAI) i apolipoproteina B (apoB) u 
serumu, 
7. ispitati jesu li paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1, lipidni parametari i biljezi 





Snižena aktivnost PON1, antioksidacijskog enzima koji sudjeluje u uklanjanju 
karcinogenih radikala lipidne peroksidacije, te veća učestalost alela gena pon1 koji su 
povezani s nižom enzimskom koncentracijom i aktivnošću mogući su čimbenici koji, uz 
ostale rizične čimbenike, dovode do nastanka i napredovanja premaligne promjene vrata 
maternice, što u konačnici može rezultirati razvojem raka vrata maternice. Pregledom 
literature utvrdili smo da je ovo prvo istraživanje kojim se određuje aktivnost PON1 i 




1.4.Zadatci rada i metodologija istraživanja 
 
 Ispitanice ćemo podjeliti u dvije skupine. Ispitivanu skupinu činit će žene kojima je 
redovitim citološkim probirom (Papa-testom) dijagnosticiran CIN, a on će biti potvrđen 
kolposkopskim pregledom, odnosno patohistološkom analizom tkiva vrata maternice. 
Kontrolnu skupinu činit će ispitanice koje redovitim citološkim probirom unatrag dvije 
godine nisu imale citoloških abnormalnosti u Papa-testu. Kontrolna će skupina biti izabrana 
prema kriterijima što veće podudarnosti s ispitanicama s CIN-om po dobi, načinu života i 
utjecaju okoliša. Kriterij za isključivanje iz istraživanja bit će prisutnost bubrežne bolesti, 
jetrene bolesti, hipertenzije, srčanog udara, moždanog udara, angine pektoris, šećerne bolesti, 
policističnih jajnika, endometrioze te druge maligne bolesti. Nadalje, isključit će se ispitanice 






 Za određivanje biokemijskih parametara iskoristit će se uzorak seruma, a za 
utvrđivanje prisutnosti polimorfizama gena pon1 uzorak pune krvi uzet na antikoagulans 
EDTA. 
DNA će se izolirati iz pune krvi uzete na EDTA pomoću kompleta Flexi Gene DNA. 
Određivanje polimorfizama Q192R, L55M, -108C>T provodit će se metodom lančane 
reakcije polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) nakon koje će slijediti 
metoda polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, od engl. restriction fragment 
length polymorphism).     
Paraoksonazna aktivnost PON1 određivat će se upotrebom supstrata paraoksona, a 
arilesterazna aktivnost PON1 odredit će se upotrebom substrata fenilacetata.  
Fenotip PON1 odredit će se računski metodom dvostrukog supstrata (paraokson i 
fenilacetat) iz omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti i arilesterazne aktivnosti 
PON1.  
Za određivanje koncentracije triglicerida, kolesterola, HDL kolesterola, LDL 
kolesterola, apoAI i apoB primjenjivat će se komercijalni testni paketi, a mjerenja će se 
obavljati na automatskom biokemijskom analizatoru.  
Koncentracije MDA određivat će se metodom visokotlačne tekućinske kromatografije 
(HPLC, od eng. high performance liquid chromatography). Koncentracije GSH-a i slobodnih 
tiolnih skupina određivat će se spektofotometrijskom metodom s 5,5'-ditiobis-2-





























































2.1.PREMALIGNE PROMJENE VRATA MATERNICE 
 
2.1.1. Premaligne promjene vrata maternice  
 
 U Hrvatskoj je rak vrata maternice na osmom mjestu po učestalosti svih malignoma u 
žena. Unatoč golemom napretku u otkrivanju tog raka, čak u 1 – 2 % žena u Hrvatskoj starijih 
od 40 godina razvit će se rak vrata maternice. Oko 400 žena godišnje će oboljeti, a oko 100 
umrijeti (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2011.; Jukić, 1999.). 
Rak vrata maternice nastaje zbog napredovanja premalignih promjena na vratu 
maternice koje se nazivaju cervikalnom intraepitelnom neoplazijom (CIN) ili displazijom 
(Solomon i sur., 2002.). Intraepitelni stadij označuje pojavu diskariotičnih i atipičnih stanica 
unutar epitela vrata maternice. Pri tome postoje smetnje u razvoju i sazrijevanju epitela vrata 
maternice s različitim stupnjem stanične atipije, koja podrazumijeva nepravilan izgled jezgre, 
nepravilnu veličinu jezgre, nepravilan odnos jezgre i citoplazme te promjene u kromatinu 
(Kumar i sur., 2007.). 
 Histološka prosudba CIN–a zasniva se na kvalitativnim i kvantitativnim promjenama 
cijele debljine zahvaćenog epitela. Pri tome su ključni elementi: diferencijacija (sazrijevanje, 
stratifikacija), nuklearne abnormalnosti te mitotska aktivnost stanica (slika 1.) (Cosette, 
2007.).  
 







CIN 1 najblaži je oblik cervikalne intraepitelne neoplazije. Mjereći od bazalne 
membrane, promjene na stanicama ne zahvaćaju više od 1/3 debljine epitela. U bazalnome 
sloju nalazi se mali broj mitoza, a atipične stanice s atipičnim jezgrama su rijetke. 
Citomorfološki, u ovom se stadiju nalazi diskarioza površinskih stanica, citoplazma je 
intaktna i izdiferencirana, a jezgra je blago povećana, nepravilna oblika s hiperkromazijom ili 
grudičastim kromatinom (slike 2. i 3.) (Kurman i sur., 2011.). 






CIN 2 srednje je teški poremećaj pri kojemu su promjene na stanicama nešto 
izraženije i prisutne su u donje 2/3 epitela sluznice mjereći od bazalne membrane. Osim toga, 
postoji poremećaj u rasporedu i sazrijevanju stanica, uz vidljivu prisutnost nezrelih stanica s 
povećanim sadržajem kromatina. Sloj bazalnih stanica je proširen i sadržava veći broj mitoza 
te veći broj stanica atipična izgleda. Citomorfološki, nalazi se diskarioza na površinskim i 
intermedijarnim stanicama (slike 4. i 5.) (Kurman i sur., 2011.). 
                      
 
 
Slika 3. Citološki izgled stanica vrata 
maternice kod CIN 1 (slika preuzeta iz 
literaturnog navoda Kurman i sur., 
2011.). 
Slika 2. Histološki izgled CIN 1 (slika 
preuzeta iz literaturnog navoda Kurman i 
sur., 2011.). 
Slika 4. Histološki izgled CIN 2 
(slika preuzeta iz literaturnog 
navoda Kurman i sur., 2011.). 
 
Slika 5. Citološki izgled stanica vrata 
maternice kod CIN 2 (slika preuzeta iz 






CIN 3 skupina promjena obuhvaća najteži oblik displazije i karcinom in situ (CIS). U 
ovome stadiju displastične se stanice nalaze u više od 2/3 debljine epitela. Prisutne su 
mnogobrojne mitoze te brojne stanice s izrazitim promjenama na jezgrama. Znakovi 
sazrijevanja i diferencijacije epitela nalaze se tek u gornjoj trećini epitela. Citomorfološki 
diskarioza stanica nalazi se u cijeloj debljini sluznice, tj. u slojevima površinskih, 
intermedijarnih i parabazalnih stanica (slika 6. i 7.). I kod CIS-a su prisutne ove promjene s 
dodatno maksimalno izraženim citomorfološkim i histološkim znakovima atipije (Ćorušić i 
sur., 2005.; Kumar i sur., 2007.). Brojna su istraživanja potvrdila da je CIN ujedno i preteča 
invazivne maligne bolesti (Richart i sur., 1969.). Razlika između CIS-a i invazivnog raka 
vrata maternice histološke je naravi. Kod CIS-a tanka bazalna membrana koja dijeli epitel od 
subepitelnoga vezivnoga tkiva u kojemu se nalaze limfne i krvne žile (stroma) još uvijek je 
intaktna. Pri invazivnom raku dolazi do prodora atipičnih (malignih) stanica kroz bazalnu 
membranu (Broders, 1932.). 














Slika 6. Histološki izgled CIN 3 
(slika preuzeta iz literaturnog navoda 
Kurman i sur., 2011.). 
 
Slika 7. Citološki izgled stanica vrata 
maternice kod CIN 3 (slika preuzeta 
iz literaturnog navoda navoda Ćorušić 






2.1.2. Premaligne promjene vrata maternice i humani papiloma virus  
 
 Model nastanka CIN-a vezan je za infekciju epitela vrata maternice HPV-om. HPV je 
ikozaedarski virus promjera 52 do 55 nm, građen od DNA genoma uklopljenog u ovojnicu 
sastavljenu od dviju proteinskih molekule. Virusnu kapsidu čini 12 pentavalentnih i 60 
heksavalentnih kapsomera. Genom virusa čini kružno postavljena dvolančana molekula DNA 
veličine oko 7,9 kilobaza i molekulske mase 5,2 x 106 Daltona. HPV inﬁcira epitel kože i 
sluznica, gdje može izazvati benigne, premaligne i maligne promjene (Zekan i sur., 2011.). 
 
 
Slika 8. HPV (slika preuzeta iz literaturnog navoda Zekan i sur., 2009.). 
 
Do danas je potpuno genotipizirano više od 100 tipova HPV-a. Svi humani papiloma 
virusi pokazuju izraženu sklonost inficiranju epitela te varijabilnost s obzirom na mjesta 
epitela u kojemu se nalaze i na vrstu oštećenja koje uzrokuju. U genitalnoj regiji otkriveno je 
oko 40 genotipova HPV-a, od kojih najviše 15 može uzrokovati zloćudne promjene vrata 
maternice (Division of STD Prevention, 1999.).  
HPV je glavni etiološki čimbenik zloćudne preobrazbe epitela vrata maternice. U tkivu 
raka vrata maternice u više od 99,7 % slučajeva može se izolirati DNA visokorizičnoga 
genotipa HPV-a (Smith i sur., 2007.). HPV 16 je dominantno onkogeni genotip (51 %) u 
skvamoznim lezijama, dok je HPV 18 najčešći (56 %) uzročnik glandularnog karcinoma. Ta 
dva genotipa uzrokuju 74 % svih malignih promjena (Bohmer i sur., 2003.). Onkogeni tipovi 
HPV-a imaju sposobnost ugradnje vlastita genoma u genom stanice domaćina (Zekan i sur., 
2005.). Brojna epidemiološka istraživanja upućuju na činjenicu da je genitalna infekcija HPV-






života  najmanje je 50 %. Vrh je pojavnosti infekcije HPV-om između 19. i 22. godine života. 
U većini slučajeva riječ je o latentnoj infekciji s prosječnim trajanjem oko 12 mjeseci. U više 
od 90 % inﬁciranih žena opaža se spontana eliminacija HPV-a (izlječenje) tijekom sljedeće 2 
godine. Perzistencija infekcije nakon prve godine jest 25 – 30 %, a nakon druge godine oko 9 
%. Nužan preduvjet zloćudne promjene stanice jest trajna infekcija onkogenim genotipom 
HPV-a (Munoz i sur., 2003.; Walboomers i sur., 1999.). 
 
 
Slika 9. Infekcija HPV-om (slika preuzeta iz literaturnog navoda Kahn, 2009.).  
 
 U prvom koraku dolazi do mikrotraume i infekcije bazalnoga sloja višeslojnog 
pločastog epitela genitalnoga trakta (slika 9.) (Kahn, 2009.). Virus se veže za staničnu 
membranu, ulazi u stanicu i razmnožava se u jezgri. Najčešće nastaje latentna virusna 
infekcija (stvaranje stabilnoga neintegriranog episoma, tzv. episomsko razmnožavanje). 
Latentno, minimalno umnažanje prati i ne remeti diobu bazalnih stanica. U maloga broja 
zaraženih dolazi do proliferacije pločastog epitela uz stvaranje bradavica i šiljastih kondiloma 
tzv. vegetativna replikacija (Schiffman i sur., 2007.). Ključnu ulogu u replikaciji virusa imaju 
virusni proteini E6 i E7 (slika 10.; Zekan i sur., 2011.). Vezanje onkoproteina E7 za protein 
Rb aktivira transkripcijski faktor E2F, koji je odgovoran za ekspresiju proteina potrebnih za 






dovode do apoptoze posredovane proteinom p53. Međutim, u stanicama inficiranim HPV-om 
taj je proces onemogućen djelovanjem proteina E6, koji dovodi do proteolitičke razgradnje 
p53. Stalna aktivnost virusnih proteina E6 i E7 dovodi do nestabilnosti genoma, nakupljanja 
mutacija, gubitka kontrole staničnog rasta i na kraju do razvoja karcinoma. Putem prirođenog 
i stečenog imunosnog odgovora organizam prepoznaje i suzbija strane agense, ali, u slučaju 
infekcije HPV-om, taj je odgovor pokatkad nedovoljan. Infekcija HPV-om dovodi do gubitka 
ekspresije citokina djelovanjem E6 i E7 onkoproteina, posebice potiskivanjem ekspresije gena 
za interferon (Zekan i sur., 2011.). 
 
 
Slika 10. Replikacija HPV-a (preuzeto iz literaturnog navoda Zekan i sur., 2011.) 
 
 Perzistirajuća infekcija HPV-om visokog rizika zaslužna je za nastanak i napredovanje 
CIN-a. No kao što je već spomenuto, više od 90 % infekcija HPV-om, neovisno o tome jesu li 
uzrokovale citološke promjene ili nisu, obično prolaze bez posljedica za nekoliko mjeseci ili u 
dvije godine (Stanley, 2006.). Stoga ta činjenica nameće dvojbu je li sama infekcija dovoljna 
za razvoj zloćudne bolesti. Brzi razvoj bolesti u imunosno kompromitiranih bolesnica te 
skraćeni vremenski interval od početka infekcije do invazivnog raka vrata maternice upućuje 
na važnost cjelokupnoga imunosnog sustava u liječenju infekcije, ali i zaustavljanja ili 
usporavanja procesa. U relativno zdrave osobe od infekcije HPV-om do histološki potvrđenog 
CIN 3 potrebno je u prosjeku od 7 do 15 godina (Bosch i sur., 2003.; Bosch i sur., 2007.). 






dovodi do nastanka i napredovanja CIN-a (Di Domenico i sur., 2012.). Neki od čimbenika 
rizika jesu pušenje, infekcije drugim mikroorganizmima, promjene hormonskoga statusa, 
imunosupresija te oksidacijski stres. Aktivno ili pasivno pušenje cigareta jedan je od mogućih 
čimbenika procesa karcinogeneze na vratu maternice (Slattery i sur., 1989.). Pušenje potiskuje 
pravodobnu imunosnu reakciju smanjujući broj Langerhansovih stanica u genitalnom epitelu, 
što rezultira smanjenom efikasnošću lokalne imunosti na HPV (Hawthorn i sur., 1988.; Viac i 
sur., 1990.).  Jedan od mogućih čimbenika jest i infekcija drugim mikroorganizmima, zbog 
čega dolazi do narušavanja integriteta cervikalnog epitela i njegove sposobnosti popravka 
(Castle i sur., 2003.). Hormonska kontracepcija koja se primjenjuje duže od pet godina 
povećava rizik za razvoj CIN-a za 2–4 puta, a povećane doze estrogena i stanje 
imunosupresije u trudnoći dovode do jačeg umnažanja HPV-a (Moreno i sur., 2002., 
Schneider i sur., 1987.). Bolesti koje izazivaju sustavnu imunosnu supresiju kao infekcija 
HIV-om, Hodgkinova bolest, leukemije, kolagenske vaskularne bolesti te ijatrogeno izazvana 
imunosupresija u bolesnica s transplantiranim bubregom imaju povećanu učestalost CIN-a u 
usporedbi s ukupnom populacijom (Clifford i sur., 2006.; Sillman i sur., 1984.). Jedan od 
čimbenika razvoja CIN-a smatra se i prehrana (Garcia-Closas i sur., 2005.). Nedostatak 
vitamina A ili beta-karotena te smanjeni unos vitamina C i E povisuju učestalost CIN-a 
(Patterson i sur., 1997.). Nadalje, istraživanja su pokazala promjene u lipidnoj peroksidaciji i 
antioksidacijskim sustavima organizma te su potvrdila prisutnost oksidacijskoga stresa u žena 
s CIN-om i rakom vrata maternice (Di Domenico i sur., 2012.; Looi i sur., 2008.). Povećani 
oksidacijski stres smatra se mogućim čimbenikom za razvoj i napredovanje CIN-a, ali i 
jednim od čimbenika razvoja raka vrata maternice.  
 
 
Slika 11. Model karcinogeneze raka vrata maternice (slika preuzeta iz literaturnog navoda 






2.1.3. Oksidacijski stres i premaligne promjene vrata maternice 
 
Sluznica vrata maternice inficirana HPV-om izložena je reaktivnim spojevima kisika 
(ROS) i reaktivnim spojevima dušika (RNS) koje zajednički označujemo nazivom RONS (De 
Marco, 2013.). U ROS ubrajamo slobodne radikale superoksid, hidroksilni radikal, peroksilni 
radikal, alkoksilni radikal i hidroperoksilni radikal, a u spojeve koji nisu radikali ubrajamo 
vodikov peroksid, hipoklorit i singletni kisik. U RNS ubrajamo slobodne radikale dušikov(II) 
oksid i dušikov(IV) oksid te spojeve koji nisu radikali nitritnu kiselinu i peroksinitrit 
(Čepelak, 2009). RONS nastaju u oksidacijskim procesima u stanici, primjerice pri redukciji 
molekularnog kisika u vodu u mitohondrijima te u vrijeme mikrosomalne peroksisomalne 
oksidacije. Osim toga, RONS nastaju tijekom upale, infekcije, imunosnih reakcija, izlaganjem 
ultravioletnom zračenju, ionizirajućemu zračenju te kod mehaničkog i kemijskoga stresa (De 
Marco, 2013.). U normalnim uvjetima između stvaranja i neutralizacije RONS-a postoji 
ravnoteža koja osigurava minimalne promjene bioloških molekula. U stanicama i tkivima 
postoje antioksidacijski sustavi koji uklanjaju ove spojeve. Oksidacijski stres nastaje kada 
stvaranje RONS-a preraste sposobnost antioksidacijskih sustava da uklone te spojeve te dolazi 
do njihove reakcije s biološkim molekulama (proteini, lipidi i DNA), uz molekulske i 
fiziološke promjene (Shacter i sur., 2000.). U procesu karcinogeneze biokemijski učinci 
RONS-a očituju se genskim oštećenjima, strukturnim oštećenjima proteina te promjenom 
funkcije proteina zbog promjene transkripcije gena (De Marco, 2013.). Obično se 
pretpostavlja, premda nema sigurnih znanstvenih dokaza, da stanje stanice u ranim fazama 
virusne infekcije (faza virusne adsorpcije, faza ulaska virusa u stanicu i faza virusne 
ekspresije) čini ključni događaj za ishod infekcije HPV-om koja će, ovisno o tome, rezultirati 
spontanim ozdravljenjem, produktivnom infekcijom ili neoplastičnom transformacijom (De 
Marco, 2013.). Nakon virusne infekcije, temeljne točke u karcinogenezi jesu uspješnost i 
točnost replikacije DNA. Oksidacijski stres može snažno utjecati na replikaciju DNA, pri 
čemu će se stvoriti uvjeti za učinkovitu virusnu integraciju u stanicu domaćina (De Marco, 
2013.). Udružen s virusnim onkogenim djelovanjem oksidacijski stres stvara sinergističko 
okruženje pogodno za umnažanje i integraciju HPV-a u stanicu domaćina (Boner i sur., 
2002.). Nadalje, oksidacijski stres sudjeluje u potiskivanju apoptoze, što je temeljni 







Stoga se smatra da postoji sinergistički učinak genotoksičnoga djelovanja oksidacijskoga 
stresa i genomske nestabilnosti stanice izazvane infekcijom HPV-om na jednoj ili više 









 Porodicu gena pon čine tri člana pon1, pon2 i pon3. Geni su locirani na dugome kraku 
kromosoma 7 i dijele veliku strukturnu sličnost. Geni pokazuju oko 70 % podudarnosti u 
nukleotidnome slijedu i oko 60 % podudarnosti u slijedu aminokiselina. Produkti tih gena jesu 
enzimi paraoksonaza 1 (PON1), paraoksonaza 2 (PON2) i paraoksonaza 3 (PON3). Sva tri 
enzima posjeduju antioksidacijsko djelovanje. Najistraživaniji član ove porodice enzima jest 
PON1 (Grdić Rajković i sur.,, 2011.). Među ostalim, PON1 se smatra jednim od sakupljača 
slobodnih radikala i njihovih metaboličkih produkata te se ubraja u enzimski antioksidacijski 
sustav organizma (Sozmen i sur., 2008.). 
 
Slika 12. Struktura PON1 (slika preuzeta iz literaturnog navoda Yeung i sur., 2004.) 
 
 
2.2.1. Paraoksonaza 1 
 
 PON1 se sintetizira u jetri, a nakon sinteze izlučuje se u krv, gdje je najvećim dijelom 
vezan za HDL. Manjim se djelom PON1 nalazi vezan i na postprandijalnim hilomikronima i 
na lipoproteinu vrlo niske gustoće (VLDL). PON1 je protein izgrađen od 354 aminokiselinska 
ostatka, relativne molekulske mase oko 43 – 45 kDa. PON1 na svojem N-kraju ima 
hidrofobni signalni peptid koji je ključan za povezivanje PON1 s HDL-om (Draganov i sur., 
2004.; Fuhrman i sur., 2005.; Mackness i sur., 1998a.). Nakon izlučivanja iz stanica PON1 se 
s pomoću hidrofobnoga signalnog peptida na N-kraju veže za fosfolipide HDL-a. Povezanost 






stimulira izlučivanje i stabilizira izlučeni enzim te osigurava amfipatsku okolinu koja štiti 
hidrofobno područje enzima na N-kraju i koje je vjerojatno nužno za interakciju enzima sa 
supstratima. Većina PON1 vezana je za HDL koji sadržava apoAI. Ovaj apolipoprotein nije 
nuždan za vezanje PON1 na HDL, ali je bitan za stabilizaciju enzima i za enzimsku aktivnost. 
Oko 30 % ukupnog PON1 vezano je za HDL koji sadržava klastrin (apolipoprotein J) 
(Aviram, 2004a.; Deakin i sur., 2004.; James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.). 
 HDL u plazmi čini heterogenu skupinu lipoproteina koji imaju dva zajednička 
svojstva, veliku gustoću (> 1,063 g/mL) i malu veličinu (5 – 17 nm). PON1 nije vezan za sve 
frakcije HDL-a. Manje od 10 % ukupnog HDL-a reagira s protutijelima na PON1 (von 
Eckardstein i sur., 2001.; James i sur., 2004.).  
 
 
2.2.2. Uloga paraoksonaze 1 
 
 PON1 je enzim koji svojom paraoksonaznom, arilesteraznom i laktonaznom 
aktivnošću hidrolizira široki spektar supstrata. PON1 također posjeduje i nisku razinu 
peroksidazne aktivnosti i aktivnost sličnu fosfolipazi A2 (Draganov i sur., 2004.; Ng i sur., 
2005.). 
 PON1 hidrolizira oksone paraokson, klorpirifos okson i diazokson, toksične 
metabolite organofosfornih insekticida parationa, klorpirifosa i diazinona (slika 13.). 
Hidrolizira i neurotoksične agense kao što su sarin i soman (slika 14.) (Davies i sur., 1996.; 
Draganov i sur., 2004.).  
 
 









Slika 14. Hidroliza neurotoksičnih agensa (slika preuzeta iz literaturnog navoda Draganov, 
2004). 
 
 Nadalje, PON1 hidrolizira aromatske estere primjerice fenilacetat, tiofenilacetat i 2–
naftilacetat (slika 15.), te različite aromatske i alifatske laktone i ciklične karbonate, 
primjerice lakton homogentizinske kiseline, dihidrokumarin, γ–butirolakton i homocistein 
tiolakton (slika 16.). PON1 također katalizira reverzibilnu reakciju laktonizacije γ i δ–
hidroksikarboksilnih kiselina (slika 16.) (Billecke i sur., 2000.; Draganov i sur., 2004.; 
Jakubovski i sur., 2000.; Teiber i sur., 2003.).  
 




Slika 16. Hidroliza laktona i laktonizacija hidroksikarboksilnih kiselina s pomoću PON1 







PON1 posjeduje i antiaterogeno djelovanje; štiti HDL i LDL od oksidacije i uništava biološki 
aktivne oksidirane lipide na lipoproteinima i u arterijskim stanicama. Još uvijek nije poznat 
fiziološki supstrat PON1 te isto tako nije poznat točan mehanizam njegova antiaterogenoga 
djelovanja. Dosadašnja su istraživanja pokazala da je laktonazna aktivnost najvjerojatnije 
fiziološka aktivnost PON1, a kao potencijalni fiziološki supstrati predloženi su neki od 
laktona prisutnih u hrani, lijekovima (statin, spirinolakton) ili derivatima masnih kiselina koji 
nastaju zbog oksidacije, npr. lakton 5–hidroksi–6E,8Z,11Z,14Z–eikosatetraenoične kiseline 
(5–HETE lakton) koji se nalazi na HDL-u (Aviram, 2004a.; Su i sur., 2009.). U nedostatku 
znanja o fiziološkim supstratima, aktivnost PON1 najčešće se određuje sa supstratima 
paraoksonom (paraoksonazna aktivnost) ili fenilacetatom (arilesterazna aktivnost).  
 Uvjeti za hidrolitičku i antioksidacijsku aktivnost PON1 nisu jednaki. PON1 posjeduje 
dva vezna mjesta za kalcij. Jedno je vezno mjesto važno za stabilizaciju nativne strukture, a 
drugo je bitno za katalitičku aktivnost. Kalcij je bitan za paraoksonaznu i arilesteraznu 
aktivnost PON1 te vezanje kalcija s kelatirajućim sredstvima dovodi do inhibicije enzimske 
aktivnosti. S druge pak strane, kalcijevi ioni nisu nužni za sprečavanje oksidacije LDL-a koja 
je izazvana bakrovim ionima. U strukturi PON1 mnogo je aminokiselinskih ostataka koji su 
važni za organofosfataznu i arilesteraznu aktivnost. Među ostalim, potrebno je izdvojiti tri 
cisteinska ostatka, cisteinski ostatak na poziciji 284 (C284) koji je slobodan i cisteinske 
ostatke na pozicijama 42 (C42) i 353 (C353) koji su vezani disulfidnom vezom. C284 nije 
ključan za paraoksonaznu/arilesteraznu aktivnost budući da zamjena ovoga aminokiselinskog 
ostatka sa serinom ili alaninom smanjuje, ali ne dovodi do potpuna gubitka ovih aktivnosti. S 
druge pak strane, ovaj je aminokiselinski ostatak nuždan za sprječavanje oksidacije LDL-a. 
Smatra se da je C284 smješten u blizini aktivnoga središta enzima te da je bitan za orijentaciju 
i vezanje supstrata. Zamjena C42 i C353 alaninom rezultirala je inaktivacijom i smanjenim 
izlučivanjem enzima te se stoga ovi aminokiselinski ostatci smatraju važnima za izlučivanje i 
katalitičku aktivnost PON1. Dosadašnja istraživanja nisu uspjela dokazati postojanje dva 
katalitička mjesta pa Aviram i suradnici smatraju da se katalitičko mjesto odgovorno za 
hidrolitičku i ono odgovorno za antioksidacijsku aktivnost preklapaju (Aviram i sur., 1998.; 
Draganov i sur., 2004.; Grdić Rajković i sur., 2011., Josse i sur., 1999.; Kuo i sur., 1998.; 










2.2.3. Varijacije u aktivnosti paraoksonaze 1 
 
 Aktivnost i koncentracija PON1 pokazuju znatnu interindividualnu varijaciju. 
Aktivnost PON1 varira do 40 puta, dok koncentracija PON1 varira do 13 puta. Mnoga su 
istraživanja dokazala utjecaj različitih negenskih i genskih čimbenika na aktivnost i 
koncentraciju PON1 u serumu. Negenski čimbenici obuhvaćaju razne okolišne čimbenike te 
fiziološka i patološka stanja, dok genski čimbenici obuhvaćaju velik broj polimorfizama u 
promotorskoj, kodirajućim i intronskim regijama gena pon1 (Costa i sur., 2005.; Draganov i 
sur., 2004.; Deakin i sur., 2004.; Durrington i sur., 2002.; Marchegiani i sur., 2008.). 
 Aktivnost PON1 smanjuje prehrana bogata trans-nezasićenim masnim kiselinama i 
prehrana bogata mašću s visokim udjelom oksidiranih lipida. S druge pak strane, aktivnost 
PON1 povećava se djelovanjem oleinske kiseline iz maslinova ulja. Porast aktivnosti također 
je uočen nakon konzumacije soka od nara koji je bogat polifenolima i antioksidansima (Costa 
i sur., 2005.; Deakin i sur., 2004.).  
 Istraživanja su pokazala da i pušenje i konzumacija alkohola utječu na aktivnost 
enzima. Umjerena konzumacija piva, crnog vina i žestokih pića dovodi do povećanja i 
aktivnosti i koncentracije PON1. Istodobno umjereno konzumiranje alkohola dovodi do 
porasta i koncentracije HDL-a i apoAI što u konačnici može rezultirati porastom 
koncentracije enzima. Međutim, rezultati nisu dosljedni jer neka istraživanja nisu dovela u 
vezu konzumiranje alkohola i aktivnost PON1. Istraživanja su pokazala da ekstrakt dima 
cigarete dovodi do smanjenja aktivnosti PON1, a učinak je ovisan o dužini izloženosti i 
koncentraciji ekstrakta. Učinak je cigaretnog dima, čini se, reverzibilan jer bivši pušači imaju 
aktivnosti PON1 kao i nepušači (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur., 2004.; Marchegianini i 
sur., 2008.; Nishio i sur., 1997.).  
 Aktivnost PON1 ovisna je o dobi. Aktivnost je vrlo niska nakon rođenja, postupno se 
povećava i dostiže vrijednosti kao i kod odraslih već u 6. – 15. mjesecu života. Do smanjenja 
aktivnosti dolazi u starijoj životnoj dobi (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur.; 2004.).  
 Fiziološka i patološka stanja utječu na aktivnost PON1. Primjerice, snižena aktivnost 
PON1 nađena je u trudnica isto kao i u bolesnika koji boluju od šećerne bolesti tipa 1 i tipa 2, 
kroničnog zatajenja bubrega koji se liječe hemodijalizom, hipertireoidizma, kronične bolesti 
jetre. Snižena je aktivnost povezana i s inzulinskom rezistencijom, upalom i visokom 
koncentracijom kolesterola (Costa i sur., 2005.; Deakin i sur.; 2004.; Mackness i sur., 2004a.; 







Slika 17. Biološki učinak i modulacija PON1 aktivnosti (slika preuzeta iz literaturnog navoda 
Costa i sur., 2005.) 
 
 Do danas je opisano više od 160 polimorfizama u kodirajućim, intronskim i 
promotorskoj regiji gena pon1. Dva su polimorfizma u kodirajućoj regiji najviše istraživana i 
to su polimorfizmi Q192R i L55M (Costa i sur., 2005.).  
 Polimorfizam Q192R označuje zamjenu aminokiseline glutamina argininom na 
poziciji 192. Ta je zamjena rezultat zamjene nukleotida A s G u egzonu 6 gena pon1, što 
rezultira zamjenom kodona CAA u CGA. Aloenzimi Q192 i R192 razlikuju se u afinitetu i u 
katalitičkoj aktivnosti prema raznim supstratima. Opažena razlika u enzimskoj aktivnosti u 
usporedbi s različitim supstratima posljedica je toga što je arginin na poziciji 192 važan 
aminokiselinski ostatak aktivnoga središta enzima. Aloenzim R192 hidrolizira paraokson šest 
puta brže nego aloenzim Q192. Nasuprot tomu, aloenzim Q192 hidrolizira sarin, soman i 
diazokson brže u odnosu prema aloenzimu R192. In vivo i in vitro pokusu nisu dokazali isti 
učinak tih aloenzima na ispitivane supstrate. Aloenzim R192 in vitro pokazuje veći zaštitni 
učinak od toksičnoga djelovanja paraoksona i klorpirifos oksona, dok aloenzim Q192 ima 
veći učinak prema diazoksonu. PON1 in vivo ima važnu ulogu u detoksifikaciji diazoksona i 
klorfirifos oksona, ali ne i paraoksona. Pokusi s miševima koji nemaju gen za PON1 koji su 
primili jednake količine aloenzima Q192 i R192 pokazali su da oba aloenzima in vivo pružaju 
jednaki zaštitni učinak prema diazoksonu te da je aloenzim R192 učinkovitiji u zaštiti od 






djelovanja paraoksona. Nadalje, ti aloenzimi se razlikuju u brzini hidrolize nekih laktona i 
karbonilnih estera. S druge pak strane, oba aloenzima hidroliziraju supstrat fenilacetat 
podjednakom brzinom. Aloenzim Q192 efikasniji je u zaštiti LDL-a od oksidacije in vitro 
negoli aloenzim R192 (Adkins i sur., 1993.; Aviram i sur., 1998.; Billecke i sur., 2000.; Davis 
i sur., 1996.; Deakin i sur., 2004.; Harel i sur., 2004.; Li i sur., 2000.; Mackness i sur, 1999.; 
Mackness i sur., 1998b.). 
 Polimorfizam L55M označuje zamjenu aminokiseline leucina metioninom na poziciji 
55, a to je posljedica zamjene nukleotida T s A u egzonu 3 gena pon1, što dovodi do zamjene 
kodona TTG u ATG. Polimorfizam L55M utječe na razinu mRNA, na koncentraciju i 
aktivnost PON1. Aloenzim M55 povezan je s nižom razinom mRNA s nižom koncentracijom 
i aktivnošću enzima u usporedbi s aloenzimom L55. Nasuprot tomu, aloenzim M55 je 
učinkovitiji u sprečavanju oksidacije LDL-a. Istraživanja su pokazala da je aloenzim L55 
stabilniji i otporniji na proteolizu, što djelomice objašnjava povezanost aloenzima L55 s 
većom serumskom koncentracijom (Adkins i sur., 1993.; Blatter Garin i sur., 1997.; Brophy i 
sur., 2000.; Deakin i sur., 2004.; Harel i sur., 2004.; Leviev i sur., 2001.; Leviev i sur., 2000.; 
Leviev i sur., 1997.; Mackness i sur., 1998b.).  
 U promotorskoj regiji gena postoji barem pet polimorfizama koji se nalaze na 
pozicijama – 909 (G ili C), – 832 (A ili G), –162 (A ili G), –126 (C ili G) i –108 (C ili T), 
kada se baza koja prethodi startnom kodonu označi s –1 (Deakin i sur., 2004.). Istraživanja su 
pokazala da polimorfizmi na pozicijama –108, – 832, –162 i – 909 utječu na ekspresiju gena. 
–108C, –832A, –162A i –909G imaju veću razinu ekspresije te, posljedično, i veću 
koncentraciju i aktivnost u odnosu na –108T, –832G, –162G i –909C. Analiza doprinosa 
pojedinačnog polimorfizma u promotorskoj regiji gena pon1 na serumsku koncentraciju i 
aktivnost PON1 komplicirana je zbog postojanja neravnotežne povezanosti između 
polimorfizama promotorske regije te između polimorfizama u promotorskoj regiji i 
polimorfizama Q192R i L55M u kodirajućim regijama gena pon1 (Brophy i sur., 2001a.; 
Brophy i sur., 2001b.; Deakin i sur., 2004.; Draganov i sur., 2004.; Leviev i sur., 2000.; 
Suehiro i sur., 2000.).  
 Smatra se da polimorfizam –108C>T najviše pridonosi varijaciji PON1 u serumu i da 
objašnjava oko 23 – 24 % ukupne varijacije PON1. Dio promotorske regije od oko 200 pb 
koji sadrži polimorfno mjesto –108 čini najvažniju regulacijsku regiju promotora pon1. 
Pokazano je da je polimorfno mjesto –108 smješteno unutar veznoga mjesta za transkripcijski 






slijed koji prepoznaje transkripcijski faktor Sp1 te je vezanje tog faktora u tom slučaju slabije 
nego kada je na toj poziciji nukleotid C. Treba svakako napomenuti da je promotorska 
aktivnost –108T mnogo manja od – 108C, ali je ona prisutna, što upućuje na to da ova regija 




2.2.4. Fenotip paraoksonaze 1 
  
 PON1 je u organizmu prisutan u dvama genski određenim oblicima aloenzima, 
aloenzim A i aloenzim B koji oba posjeduju paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost.  
Aloenzim B posjeduje relativno visoku paraoksonaznu aktivnost i ta je aktivnost jače 
stimulirana s 1M NaCl u odnosu prema aloenzimu A. Ovo se svojstvo aloenzima  iskorištava 
u svrhu određivanja fenotipa PON1 (Sozmen i sur., 2008.). Molekularna osnova polimorfne 
razdiobe paraoksonazne aktivnosti PON1 jest polimorfizam Q192R. Humbert i suradnici 
ustvrdili su da se na poziciji 192 u ispitanika s aloenzimom B nalazi arginin, dok se kod 
ispitanika s aloenzimom A nalazi glutamin. Fenotip AA odgovara genotipu QQ, fenotip AB 
genotipu QR, a fenotip BB genotipu RR (Humbert i sur., 1993.). Dva aloenzima imaju 
različite prometne brojeve za supstrat paraokson i slične prometne brojeve za supstrat 
fenilacetat (Eckerson i sur., 1983.). Važno je napomenuti da, budući da arilesterazna aktivnost 
nema polimorfnu razdiobu, ona služi za procjenu koncentracije PON1 u serumu. Arilesterazna 
aktivnost korelira s koncentracijom PON1 neovisno o genotipu polimorfizma Q192R, dok 
paraoksonazna aktivnost korelira samo s koncentracijom PON1 unutar određenog genotipa 
tog polimorfizma (Kujiraoka i sur., 2000.; Nevin i sur., 1996.;).  
 Paraoksonazna aktivnost PON1 raspodijeljena je bimodalno i ta aktivnost omogućuje 
razdvajanje fenotipa AA (homozigoti za nisku aktivnost) od fenotipa AB (heterozigoti) i BB 
(homozigoti za visoku aktivnost). Nasuprot tomu, arilesterazna aktivnost PON1 raspodijeljena 
je unimodalno. Danas se za određivanje PON1 fenotipa rabi metoda s dvama supstratima. 
Razdioba je omjera paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 trimodalna i omogućuje 
razdvajanje sva tri fenotipa PON1. Međutim, takav omjer aktivnosti ne omogućuje uvijek 
razdvajanje fenotipa AB i BB pa se primjerice primjenjuju metode u kojima se, uz supstrat 
paraokson, rabi i supstrat diazokson, čime se postiže bolje razdvajanje AB i BB fenotipa 






 Li i suradnici uvode 1993. termin status PON1. Status PON1 daje informaciju o 
funkcionalnim aloformama PON192 i o koncentraciji PON1 u serumu. Pokazalo se da je 
status PON1 bitan za određivanje rizika od različitih bolesti (Richter i sur., 2010.). Status 
PON1 određuje se upotrebom metode dvaju supstrata ili mjerenjem enzimske aktivnosti i 
koncentracije (Deakin i sur., 2004.). 
 
 
2.2.5. Paraoksonaza 1 i oksidacijski stres 
 
 Porast slobodnih radikala i poremećaj antioksidacijskoga statusa važni su procesi koji 
sudjeluju u patofiziološkim mehanizmima različitih bolesti kao primjerice pri razvoju 
ateroskleroze, šećerne bolesti i raka. Enzimski i neenzimski antioksidacijski sustavi, kao 
primjerice superoksidna dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), glutationska peroksidaza (GPx), 
PON1 i vitamin E važni su sakupljači slobodnih radikala i njihovih metaboličkih produkata te 
sudjeluju u održavanju normalnih staničnih funkcija i u sprječavanju razvoja bolesti (Sozmen 
i sur., 2008.).  
 Velik broj dosadašnjih istraživanja bazirao se na ispitivanjima uloge PON1 u razvoju 
ateroskleroze. Poznato je da HDL štiti LDL od oksidacije i umanjuje biološku aktivnost LDL-
a. Antioksidacijsko i antiaterogeno djelovanje HDL-a pripisuje se, među ostalim, proteinima 
koji se nalaze na HDL-u, a jedan je od njih i PON1. PON1 štiti HDL i LDL od oksidacije i 
uništava biološki aktivne oksidirane lipide na lipoproteinima. PON1 štiti antiaterogenu ulogu 
HDL-a u reverznom transportu kolesterola sprječavajući njegovu oksidaciju. PON1 sudjeluje 
u razgradnji fosfolipidnih i kolesterol-esterskih lipidnih peroksida na LDL-a i HDL-a te 
također hidrolizira lipidne perokside u arterijskim stanicama i u makrofagima smanjujući 
njihovu aterogenost (Aviram, 2004a.; Aviram i sur. 2004b.; Aviram, 1999a.; Aviram i sur., 
1999b; Draganov i sur., 2004.; Mackness i sur., 2004b.; Ng i sur., 2005.). 
 Oksidacijski stres i oksidirani LDL (oLDL) ne povezuju se samo s razvojem 
ateroskleroze nego, među ostalim, i s razvojem raka. Djelovanje ROS-a na biološke 
membrane i/ili lipoproteine dovodi do oksidacijskih promjena polinezasićenih masnih kiselina 
u procesu koji se naziva lipidnom peroksidacijom. Lipidna peroksidacija dovodi do 
poremećaja membranske fluidnosti, smanjenja membranskog potencijala, nakupljanja 
mutagenih lipidnih epoksida, hidroperoksida, alkoksila i peroksilnih radikala i do povećanog 






modifikacije LDL-a u subendotelnom prostoru arterijske stijenke. Određena količina oLDL-a  
iz tog se prostora oslobađa u krvotok. Tijekom oksidacije LDL-a dolazi do oksidacijskih 
promjena i proteina i lipida te do nastajanja metabolita lipidne peroksidacije. Istraživanja su 
pokazala da je oLDL nezavisni mitogeni faktor koji inducira proliferaciju ili staničnu smrt te 
može pridonijeti razvoju i progresiji raka povećavajući otpuštanje citokina i faktora rasta 
(Delimaris i sur., 2007.). Dosadašnja istraživanja nisu razjasnila odražava li oLDL  
oksidacijski stres koji nastaje zbog razvoja raka ili je uključen u maligni proces kao neovisni 
rizični čimbenik. Istraživanja pokazuju pozitivnu korelaciju između povećane koncentracije 
oLDL-a i povećanog rizika primjerice od raka debeloga crijeva, dojke i ovarija (Delimaris i 












































































3.1.1. Ispitanice s premalignim promjenama vrata maternice 
 
 
 Ispitivanje je provedeno u uzorcima 65 žena s CIN-om. U svih je ispitanica proveden 
citološki probir (Papa-test). Jednokratnim špatulama po Ayreu za uzimanje ektocervikalnih i 
endocervikalnih uzoraka uziman je obrisak iz stražnjeg svoda rodnice te s vrata maternice, a 
iz cervikalnog kanala obrisak je uzet „Cervical Brush četkicama“ za uzimanje 
endocervikalnog uzorka. Uzorci su preneseni na predmento staklace te fiksirani 96 %-tnim 
alkoholom i transportirani u citološki laboratorij. Nakon bojenja preprata aparatom za 
automatsko bojenje po Papanicolaou nalaz je klasificiran prema međunarodno priznatom 
obrascu „Zagreb 2002.“ (slika 18.; Ovanin-Rakić i sur., 2003.). Žene čiji su citološki nalazi 
klasificirani kao CIN upućene su u kolposkopsku ambulnatu na pregled. Svim je 
ispitanicama napravljen kolposkopski pregled vrata maternice te ciljana biopsija. Pregled je 
učinjen kolposkopom marke Leisegang, modelom 3MLW, uz uvećanje 7,5/15/30 puta. 
Rodnica i vrat maternice obrisani su 5 %-tnom octenom kiselinom kako bi se uklonila sluz, a 
zatim Lugolovom otopinom (1 - 5 %-tna jodna tinkturom koju sačinjava 126,5 mg/L joda). 
Vidljive morfološke promjene na vratu maternice klasificirane su prema kolposkopskom 
obrascu „Rio de Janeiro / Zagreb 2011.“ (slika 19.; www.hdgo.hr) prema najnovijoj 
kolposkopskoj klasifikaciji Rio de Janeiro 2011 (Bornstein, i sur., 2012., Grubišić, 2011.). S 
mjesta najveće morfološke promjene kliještima za biopsiju po Tischler Morganu uzet je 
uzorak tkiva koji je odložen u otopinu formalina. Uzorci tako dobivenoga tkiva vrata 
maternice obrađeni su standardnom patohistološkom metodom (PHD analiza) koja uključuje 
fiksaciju tkiva u 10 %-tnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje 
na debljinu 5 µm, deparafiniranje i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin (HE). 
Klasifikacija CIN-a određena je prema klasifikaciji tumora Svjetske zdravstvene organizacije 
(WHO) (Devilee, 2003.). Prema toj klasifikaciji CIN promjene dijele se na CIN1, CIN2 i 
CIN3. U radu je rabljena „The Bethesda claffications“,  klasifikacija kojom se CIN promjene 
dijele u skupinu niskog rizika (LG; od eng. low grade) koje su WHO klasifikacijom prema 
PHD analizi svrstane u skupinu CIN1 promjena i na skupinu visokog rizika (HG; od eng. 
high grade) koje su WHO klasifikacijom prema PHD analizi klasificirane u CIN2, CIN3 i 






 Kriteriji za uključivanje u ispitivanu skupinu bili su patohistološka potvrda dijagnoze 
CIN-a. Kriteriji za isključivanje iz ispitivane skupine bili su: prisutnost bubrežne bolesti, 
jetrene bolesti, hipertenzije, srčanog udara, moždanog udara, angine pektoris, šećerne bolesti, 
policističnih jajnika, endometrioze te maligne bolesti. Nadalje, iz ispitivane su skupine 
isključene ispitanice koje uzimaju lijekove koji remete metabolizam masti i ugljikohidrata te 
trudnice.  
 Od 65 žena s patohistološki potvrđenim CIN-om 18 ispitanica imalo je promjene 
klasificirane kao CIN1, 23 ispitanice imale su promjene klasificirane kao CIN2, a 24 su 
ispitanice imale promjene klasificirane kao CIN3, odnosno skupinu LG je činilo 18, a skupinu  

























3.1.2. Kontrolna skupina ispitanica 
 
 Kontrolna skupina ispitanica, njih 109, izabrana je prema kriterijima što veće 
podudarnosti s ispitanicama s CIN-om po dobi, načinu života i utjecaju okoliša. Kontrolnu 
skupinu čine zdrave žene koje su podvrgnute sistematskom pregledu s urednim nalazom 
Papa-testa u zadnje dvije godine. 
 Kriterij za isključivanje ispitanica iz kontrolne skupine bili su prisutnost bubrežne 
bolesti, jetrene bolesti, hipertenzije, srčanog udara, moždanog udara, angine pektoris, šećerne 
bolesti, policističnih jajnika, endometrioze te maligne bolesti. Nadalje, iz ispitivane su 
skupine isključene ispitanice koje uzimaju lijekove koji remete metabolizam masti i 





 Uzorci seruma i pune krvi uzete na antikoagulans EDTA uzorkovani su 12 sati nakon 
uzimanja zadnjeg obroka, u jutarnjim satima. Za određivanje biokemijskih parametara 
rabljeni su uzorci seruma, a za utvrđivanje prisutnosti polimorfizama uzorci pune krvi. Uzorci 
krvi uzeti bez antikoagulansa centrifugirani su nakon 30 minuta stajanja tijekom 15 minuta na 
3000 okretaja/minuti, nakon čega je odvojen uzorak seruma. Uzorci su do izvođenja analiza 
razdijeljeni u manje volumene i pohranjeni na –20 °C. Sve ispitanice uključene u istraživanje 
potpisale su informirani pristanak, a ispitivanje su odobrila etička povjerenstva Kliničkog 
bolničkog centra „Sestre milosrdnice“, Poliklinike „Aviva“ i Etičko povjerenstvo 










3.2.1. Instrumenti i uređaji 
 
o centrifuga Biofuge Stratos Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemačka 
o suha kupelj, Termomixer comfort, Eppendorf AG, Njemačka 
o GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, SAD 
o sustav za elektroforezu SEA 2000, Elchrom Scientific AG, Švicarska 
o sustav za hlađenje MultiTemp III, Amersham Biosciences, Švicarska 
o UV lampa, Bioblock Scientific, Francuska  
o sustav za slikanje gelova Uvitec, Uvitec, Velika Britanija 
o biokemijski automatski analizator BC-AU 680, Beckman Coulter, Brea, SAD 
o biokemijski automatski analizator Cobas Integra 400 plus, Roch Diagnostics, 
Mannheim, Njemačka 
o spektrofotometar Cecil 9000, Cecil Instruments Limited, Velika Britanija  
o spektrofotometar Cecil Aquarius CE 7200, Cecil Instruments Limited, Velika Britanija  
o čitač mikrotitarskih pločica 1420 Victor3, Perkin Elmer, SAD 
o HPLC s UV/VIS detektorom, Shimadzu Corporation, Japan 
o Lab 850 pH metar, Schott Instruments, Njemačka 
o analitička kolona obrnute faze C18, 125–4 mm, Merck, Njemačka 
 
 
3.2.2. Kemikalije i reagensi 
 
o test paket FlexiGene DNA, Qiagen GmbH, Njemačka  
o izopropanol, Kemika, Hrvatska 
o etanol, Kemika, Hrvatska 
o početnice, Microsynth GmbH, Švicarska 
o TaKaRa, Takara Biotehnology, Japan 
o agaroza, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o Tris–HCl, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o natrijev acetat, Kemika, Hrvatska 






o etidijev bromid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o saharoza, Kemika, Hrvatska 
o bromfenolno plavilo, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o ksilen cijanol FF, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o standard DNA, O'RangeRulerTM 50bp DNA ladder, Fermentas Life Sciences, Litva 
o restrikcijski enzim AlwI,  New England Biolabs, Velika Brtanija 
o 10x pufer za restrikcijski enzim AlwI, New England Biolabs, Velika Brtanija 
o restrikcijski enzim Hin1II, Thermo Scientific, Litva 
o 10x pufer za restrikcijski enzim Hin1II, Thermo Scientific, Litva  
o restrikcijski enzim BsrBI, New England Biolabs, Velika Brtanija 
o 10x pufer za restrikcijski enzim BsrBI, New England Biolabs, Velika Brtanija 
o kalcijev klorid, Kemika, Hrvatska 
o natrijev klorid, Lach–Ner Ltd, Češka 
o paraokson, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o fenilacetat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o metanol, Kemika, Hrvatska 
o 5,5'–ditio-bis–2–nitrobenzojeva kiselina (DTNB), Sigma Aldrich GmbH, Njemačka 
o butilirani hidroksi toluen (BHT), Sigma Aldrich GmbH, Njemačka 
o fosfatna kiselina, Kemika, Hrvatska 
o tiobarbiturna kiselina (TBA), Sigma Aldrich Chemie GmbH, Njemačka 
o voda HPLC čistoće, Merck, Njemačka 
o kalcijev dihidrogen fosfat, Merk, Njemačka 
o metanol HPLC čistoće, Kemika, Hrvatska 
o trigliceridi, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemačka 
o kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemačka 
o HDL kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemačka 
o LDL kolesterol, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemačka 
o apoAI, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemačka 







3.2.3. Izolacija DNA  
  
 DNA iz pune krvi uzete na antikoagulans EDTA izolirana je pomoću kompleta 
FlexiGene DNA. Postupak izolacije obuhvaća nekoliko koraka. U prvom se koraku dodaje  
1250 µL lizirajućeg pufera i 500 µL pune krvi. Sadržaj se promiješa, centrifugira 6 minuta na 
10000 x g da bi se istaložile stanične jezgre i mitohondriji. Nadsloj se odlije, talog posuši 
okretanjem mikroepruvete na staničevinu, nakon čega se otopi u 250 µL smjese pufera za 
denaturaciju i proteaze. Smjesa za jedan uzorak sastoji se od 2,5 µL proteaze i 250 µL pufera 
za denaturaciju. Nakon potpuna otapanja taloga dodaje se 150 µL pufera za denaturaciju, 
reakcijska se smjesa promiješa i inkubira 10 minuta na 65 °C. Ovaj korak izolacije omogućuje 
uspješno uklanjanje onečišćenja poput, primjerice, proteina. Nakon završene inkubacije za 
taloženje DNA iz vodenoga sloja upotrebljava se 300 µL 100 %-tnog izopropanola. Nakon 
dodatka izopropanola smjesa se dobro promiješa te dolazi do taloženja DNA. Reakcijska se 
smjesa centrifugira 6 minuta na 10000 x g, nadsloj se odlije, a talog DNA posuši se 
okretanjem mikroepruvete na staničevinu. Za ispiranje taloga izolirane DNA rabi se 250 µL 
70 %-tnog etanola, nakon čega slijedi taloženje centrifugiranjem na 10000 x g tijekom 6 
minuta. Nadsloj se ponovno odlijeva, a talog se osuši na zraku. Na posušeni talog DNA 
dodaje se 200 µL pufera za hidrataciju (10 mmol/L Tris–HCl, pH 8,5) te se DNA otapa preko 
noći na 65 °C. 
 
 
3.2.4. Provjera čistoće i koncentracije DNA 
 
Svim izoliranim uzorcima DNA određuje se koncentracija i provjerava se čistoća. 
Spektofotometrijski se mjeri količina apsorbiranog zračenja od nukleotidnih baza na 260 nm. 
Mjerenje apsorbancije na dvjema valnim duljinama od 260 nm i 280 nm omogućuje 
određivanje čistoće pripravka DNA. Na valnoj duljini od 280 nm apsorbiraju proteini, a DNA 
zadovoljavajuće kvalitete ima omjer A260 nm / A280 nm od 1,8 do 2,0. Uzorak DNA razrjeđuje 
se ultračistom vodom u omjeru 1:20 te se mjeri apsorbancija na 260 i 280 nm. Mjerenje se 









Koncentracija i čistoća DNA određuju se prema sljedećim formulama: 
  
µg/mL DNA = A260nm * A * R = A260nm * 50 * 20 
 
A– apsorbancija 1,0 odgovara koncentraciji dvolančane DNA od 50 µg/mL  
R – razrjeđenje DNA (1:20) 
 
     čistoća DNA = A260 nm / A280 nm 
 
 
3.2.5. Lančana reakcija polimerazom  
 
 Lančana reakcija polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) brza je, 
specifična i osjetljiva metoda umnažanja kratkoga slijeda DNA u veliki broj istovjetnih kopija 
uz termostabilni enzim DNA polimerazu.  
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U reakcijskoj smjesi za PCR uz DNA polimerazu nalaze se i kalup DNA koji želimo 
umnožiti, par početnica, smjesa četiriju oligonukleotida u jednakom omjeru (deoksiadenozin–
5'–trifosfat dATP, deoksigvanozin–5'–trifosfat dGTP, deoksicitidin–5'–trifosfat dCTP, 
deoksitimidin–5'–trifosfat dTTP) i odgovarajući pufer za PCR. Početnica je kraći 
jednolančani oligonukleotidni niz. Par početnica je komplementaran krajevima kalupa DNA 
koji se želi umnožiti te one omeđuju ciljani slijed koji sadržava polimorfno mjesto. PCR 
reakcija odigrava se u tri faze: faza denaturacije dvolančane DNA u dva jednolančana lanca, 
faza sparivanja početnica s DNA lancem i faza produljenja lanca DNA (slika 20.). Ova se tri 
ciklusa ponavljaju mnogo puta, što rezultira eksponencijalnim rastom količine umnožene 
DNA. U konačnici nastaje 2n kopija dijela DNA koji se umnaža, gdje „n“ predočuje broj 
ciklusa. 
  
Tablica 1. Uvjeti provođenja PCR reakcije. 
      
Uvjeti PCR reakcije Temperatura Vrijeme 
      
početna denaturacija  95 °C 12 min 
   
35 ciklusa umnažanja   
       denaturacija  94 °C 30 s 
       sparivanje početnica Ta* 30 s 
       produljenje lanca DNA 72 °C 60 s 
   
završno produljivanje lanca 72 °C 7 min 
*Ta – temperatura sparivanja početnica 
 
Za umnažanje dijelova DNA koji sadržavaju polimorfna mjesta Q192R (egzon 6 gena pon1; 
SNP ID rs662), L55M (egzon 3 gena pon1; SNP ID rs854560) i –108C>T (promotorsko 
područje gena pon1; SNP ID rs705381) primjenjivana je PCR metoda koju su opisali Campo i 
suradnici uz dvije modifikacije (Campo i sur., 2004.). Promijenjen je slijed početnice 1CT i 
temperatura vezanja početnica za polimorfizam –108C>T. Ukupni volumen za umnožavanje 
pojedinačnih polimorfnih odsječaka DNA je 25 μL. Reakcijska smjesa sadržava 100 ng 
genomske DNA, 0,4 μmol/L svake početnice, 0,2 mmol/L svakog deoksinukleotida, 0,6 
jedinica Platinum Taq DNA polimeraze i 2,5 μL 10x reakcijskog pufera za PCR (100 mmol/L 
Tris–HCl, pH 8,3, 500 mmol/L kalijev klorid i 15 mmol/L MgCl2). Umnažanje DNA provodi 






su u tablici 1., a početnice, temperature sparivanja početnica i veličine PCR produkata za 
svaki ispitivani polimorfizam u tablici 2. PCR produkti ostavljaju se najmanje 10 minuta u 
uređaju za PCR na + 4 °C. 
 
Tablica 2. Početnice, temperature sparivanja početnica i veličina PCR produkata za 
polimorfizme Q192R, L55M i -108C>T gena pon1. 
  Temperatura Veličina 
Polimorfizam Početnica sparivanja PCR 
  početnica produkta 
Q192R 1QR: 5' TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG 3'  60 °C 238 pb 
 2QR: 5’ CCTGAGAATCTGAGTAAATCCACT 3'    
    
L55M 1LM: 5' CCTGCAATAATATGAAACAACCTG 3'  63 °C 172 pb 
 2LM: 5' TGAAAGACTTAAACTGCCAGTC 3'    
    
–108C>T 1CT: 5' AGCTAGCTGCCGACCCGGCGGGGAGGaG 3'  69 °C 240 pb 
 2CT: 5' GGCTGCAGCCCTCACCACAACCC 3'    
Malo slovo  „a” u  1CT početnici označuje uvođenje dodatnog nukleotida zbog kreiranja restrikcijskog mjesta za 
enzim BsrBI. 
 
 Uspješnost reakcije PCR provjerava se elektroforezom umnoženih fragmenata u 2 %-
tnom agaroznom gelu u sustavu za elektroforezu SEA 2000 uz sustav za hlađenje MultiTemp 
III. Elektroforetska pokretljivost fragmenta DNA ovisi o obliku i veličini molekule. 
Koncentracija agaroze, jakost i smjer električnog polja, sastav pufera za elektroforezu, kao i 
prisutnost interkalirajućih boja utječu na učinkovitost razdvajanja. Dvopostotni agarozni gel 
priprema se otapanjem 2 g agaroze u 100 mL TAE pufera za elektroforezu (0,04 mol/L Tris–
HCl, 5 mmol/L natrijev acetat, 0,04 mmol/L EDTA, pH 7,9). U agarozni se gel dodaje 5 μL 
(konačne koncentracije 0,5 µg/mL) etidijeva bromida. 5 μL PCR produkta pomiješa se s 2 μL 
pufera za nanošenje uzoraka (30 %-tna saharoza, 0,25 %-tno bromfenolno plavilo i 0,25 %-tni 
ksilen cijanol FF). Elektroforeza se provodi u TAE puferu 20–25 minuta na 120 V uz 
temperaturu od 15 °C, a vizualizacija razdvojenih fragmenata izvodi se pod UV svjetlom i 








3.2.6. Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata  
 
 Umnoženi dijelovi DNA koji sadržavaju polimorfna mjesta analizirani su metodom 
polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, od engl. restriction fragment length 
polymorphism) koju su opisali Campo i suradnici uz izmjenu restrikcijskog enzima za 
polimorfizam –108C>T (Campo i sur., 2004.). Cilj je metode otkrivanje točkastih mutacija ili 
polimorfizama koji uključuju promjenu slijeda DNA u jednom nukleotidu (SNP, od engl. 
single nucleotide polymorphism) upotrebom restrikcijskih enzima. Preduvjet za primjenu te 
metode jest da polimorfizam mijenja nukleotidni slijed u umnoženom fragmentu DNA kao 
nastanak ili gubitak specifičnoga restrikcijskog mjesta koje prepoznaje restrikcijski enzim. 
Mjesto raspoznavanja određeno je specifičnim nukleotidnim slijedom koji je najčešće kratki 
motiv dug 4–6 pb i na kojemu restrikcijski enzim kida dvolančanu DNA. Ovisno o nukleotidu 
u polimorfnom mjestu doći će do kidanja umnoženog fragmenta DNA ili će ono izostati. 
Razdvajanje produkata kidanja restrikcijskim enzimom na agaroznom gelu omogućuje 








alel 1 (sadržava  
restrikcijsko mjesto) 
alel 2 (ne sadržava 
restrikcijsko mjesto) 
 
Točkasta mutacija ili polimorfizam (X) 
stvara restrikcijsko mjesto ili dovodi do 
njegova gubitka u određenom alelu 
Razdvajanje produkata kidanja 






Tablica 3. Restrikcijski enzimi i veličine RFLP produkata. 
 
   
Polimorfizmi Restrikcijski enzim Veličina RFLP produkta 
   
   
Q192R AlwI Q alel: 238 pb 
  R alel: 175 + 63 pb 
   
L55M Hin1II L alel: 172 pb 
  M alel: 103 + 69 pb 
   
–108C>T BsrBI C alel: 212 + 28 pb 
  T alel: 240 pb 
   
 
Reakcijska smjesa za kidanje sadržava odgovarajući restrikcijski enzim za svaki 
polimorfizam, odgovarajući pufer za restrikcijski enzim i umnoženi odsječak DNA. Za 
polimorfizam Q192R rabi se restrikcijski enzim AlwI, za polimorfizam L55M rabi se 
restrikcijski enzim Hin1II, a za polimorfizam –108C>T rabi se restrikcijski enzim BsrBI. 
Slijed koji raspoznaje restrikcijski enzim AlwI je 5' ...GGATC (N)4/ ...3', slijed za Hin1II je 5' 
...CATG/... 3' i slijed za BsrBI je 5'... GAG/CGG...3' (kosa crta označuje mjesto kidanja). 
 Restrikcijska smjesa za kidanje (ukupnog volumena 15 μL) sadržava: 4 jedinice 
restrikcijskog enzima AlwI, 1,5 μL 10x pufera za restrikciju (200 mmol/L Tris–acetat, pH 7,9, 
100 mmol/L magnezijev acetat, 500 mmol/L kalijev acetat i 1 mg/mL BSA) i 9 μL PCR 
produkta za polimorfizam Q192R; 5 jedinica restrikcijskog enzima Hin1II, 1,5 μL 10x pufera 
za restrikciju (100 mmol/L Tris–HCl, pH 7,5, 100 mmol/L magnezijev klorid, 500 mmol/L 
natrijev klorid i 1 mg/mL BSA) i 10 μL PCR produkta za polimorfizam L55M; 3 jedinice 
restrikcijskog enzima BsrBI, 1,5 μL 10x pufera za restrikciju (200 mmol/L Tris–acetat, pH 
7,9, 100 mmol/L magnezijev acetat, 500 mmol/L kalijev acetat i 1 mg/mL BSA) i 9 μL PCR 
produkta za polimorfizam –108C>T. Sve tri restrikcijske smjese inkubirane su preko noći na 
37 °C. Produkti kidanja sa specifičnim restrikcijskim enzimom za svaki ispitivani 
polimorfizam prikazani su u tablici 3. 
 Analiza produkata kidanja restrikcijskim enzimom provodi se elektroforetskim 
razdvajanjem fragmenata u 4 %-tnom agaroznom gelu u sustavu za elektroforezu SEA 2000 
uz sustav za hlađenje MultiTemp III. Agarozni se gel priprema otapanjem 4 g agaroze u 100 
mL TAE pufera za elektroforezu. U agarozni gel dodaje se 5 μL (konačne koncentracije 0,5 






temperaturu od 15 °C, a vizualizacija razdvojenih fragmenata kidanja restrikcijskim enzimom 
provodi se upotrebom UV svjetla i dokumentirana je sustavom Uvitec. 
 
 
3.2.7. Određivanje paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 u serumu  
 
 Paraoksonazna aktivnost PON1 određena je u odsutnosti i u prisutnosti NaCl (bazalna 
i NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1) upotrebom supstrata paraoksona (O,O–
dietil–O–p–nitrofenilfosfat) modificiranom metodom koju su opisali Juretić i suradnici 
(Juretić i sur., 2006.). PON1 kida supstrat paraokson, pri čemu se oslobađa p-nitrofenol. 
Reakcijska smjesa za određivanje bazalne aktivnosti sadržava 300 µL reagensa (2,2 mmol/L 
CaCl2 u 0,1 mol/L Tris–HCl puferu pH 8,0, i 2,5 mmol/L paraoksona) i 15 µL seruma. 
Reakcijska smjesa za određivanje NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti sadržava 300 
µL reagensa (2,2 mmol/L CaCl2 u 0,1 mol/L Tris–HCl puferu pH 8,0, 1,0 mol/L NaCl i 2,5 
mmol/L paraoksona) i 15 µL seruma. Oslobađanje p-nitrofenola mjeri se kontinuirano na 
biokemijskom automatskom analizatoru BC-AU680 na 410/480 nm (ε410/480 = 17900 L mol–1 
cm–1) pri temperaturi od 37 °C. Katalitička aktivnost enzima u internacionalnim jedinicama 
po litri (U/L) izračunava se prema dolje navedenoj formuli: 
            
 
      V * 106 
paraoksonazna aktivnost (U/L) =  ∆A/min *      
           ε * v * b  
 
           315 µL * 106 
       =  ∆A/min *       
          17900 L mol–1 cm–1 * 15 µL * 1 cm 
 
       =  ∆A/min *  1173 µmol/L  
 
V – volumen reakcijske smjese (315 µL) 
v  – volumen uzorka (15 µL) 
ε – molarni apsorpcijski koeficijent (17900 L mol–1 cm–1) 
b – debljina kivete (1 cm) 







 Arilesterazna aktivnost PON1 određena je upotrebom supstrata fenilacetata (Grdić  
Rajković i sur., 2010.). PON1 hidrolizira supstrat fenilacetat uz oslobađanje fenola koji se 
određuje kontinuiranim mjerenjem. Metoda je modificirana za određivanje na čitaču 
mikrotitarskih ploča 1420 Victor3. Matična otopina supstrata (100 mmol/L fenilacetat u 40 %-
tnom metanolu, stabilna tjedan dana na –20 °C) razrijedi se u omjeru 1:5 (20 mmol/L), a 
uzorci seruma u omjeru 1:100 ili 1:50 s 0,1 mol/L Tris–HCl puferom, pH 8,0 koji sadržava 2 
mmol/L CaCl2. Reakcijska smjesa za određivanje arilesterazne aktivnosti PON1 sastoji se od 
0,24 mL pufera (0,1 mol/L Tris–HCl pufer, pH 8,0 koji sadržava 2 mmol/L CaCl2), 0,03 mL 
supstrata i 0,03 mL razrijeđenog seruma. Reakcijska smjesa za određivanje spontane hidrolize 
supstrata sastoji se od 0,27 mL pufera (0,1 mol/L Tris–HCl pufer, pH 8,0 koji sadržava 2 
mmol/L CaCl2) i 0,03 mL supstrata. Kontinuirano mjerenje oslobođenog fenola izvodi se na 
sobnoj temperaturi s pomoću čitača mikrotitarskih ploča 1420 Victor3 na valnoj duljini od 260 
nm tijekom 4 minute u 8 ciklusa po 30 sekundi prema destiliranoj vodi. Izmjerena promjena 
apsorbancije u minuti u uzorcima korigira se za promjenu apsorbancije u minuti tijekom 
spontane hidrolize supstrata (korigirana ∆A/min = ∆A/minuzorka – ∆A/min spontana hidroliza 
supstrata). Katalitička aktivnost enzima izražena u kilo internacionalnim jedinicama po litri 
(kU/L) izračunava se prema sljedećoj formuli: 
           V * 106 * 0,001 * R 
arilesterazna aktivnost (kU/L) =  ∆A/min *      
              ε * v * b  
 
                3 mL * 106 *0,001 * 100 
      =  ∆A/min *           
                   1310 L mol–1 cm–1* 0,3 mL * 0,5 cm 
       
      =  ∆A/min *1527 µmol/L  
V – volumen reakcijske smjese (3 mL) 
v  – volumen uzorka (0,3 mL) 
ε – molarni apsorpcijski koeficijent (1310 L mol–1 cm–1) 
b – debljina kivete (0,5 cm) 
106 –  faktor za preračunavanje M u µM 
R – razrjeđenje uzorka (100) 






 Bazalna i NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1, kao i arilesterazna 
aktivnost PON1 standardizirane su na koncentraciju HDL-a i apoAI. Aktivnosti su u radu 
prikazane kao bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana 
paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna 
paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX/HDL) i na 
koncentraciju apoAI (POX/apoAI); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 
standardizirana na koncentraciju HDL (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAI 
(POX1/apoAI); arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a 
(ARE/HDL) i na koncentraciju apoAI (ARE/apoAI).  
 
 
3.2.8. Određivanje fenotipa paraoksonaze 1 
 
Za određivanje fenotipa PON1 primjenjivana je metoda s dva supstrata (Eckerson i 
sur., 1983.). U svakom je uzorku određena NaCl-stimulirana paraoksonazna i arilesterazna 
aktivnost PON1. Za svaki se uzorak izračunava omjer ovih aktivnosti koji omogućuje 
razvrstavanje ispitanika u tri moguća fenotipa: AA (homozigoti, niska aktivnost), AB 
(heterozigoti, srednja aktivnost) i BB (homozigoti, visoka aktivnost).  
 
 
3.2.9. Određivanje koncentracije parametara lipidnoga statusa u serumu 
  
 Koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, HDL kolesterola, LDL kolesterola, 
apoAI i apoB određene su standardnim metodama na analizatoru Cobas Integra 400 plus 
uporabom originalnih reagensa tvrtke Roch Diagnostic. 
 
 
3.2.10. Određivanje koncentracije slobodnih tiolnih skupina u serumu 
 
  Koncentracija slobodnih tiolnih skupina u serumu određena je upotrebom Ellmanova 
reagensa (5,5'–ditio-bis–2–nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) metodom koju su opisali Hu i 
suradnici (Hu i sur., 1994.). U reakciji DTNB-a s tiolnim skupinama oslobađa se 2–nitro–5–
merkapto benzojeva kiselina (TNB), koja u vodenoj sredini pri alkalnom i neutralnom pH 






Reakcijska smjesa za određivanje koncentracije slobodnih tiolnih skupina sastoji se od 50 µL 
seruma, 150 µL pufera (0,25 mol/L Tris pufer, pH 8,2 koji sadržava 20 mmol/L EDTA), 10 
µL DTNB-a (10 mmol/L DTNB otopljena u apsolutnom metanolu) i 790 µL apsolutnog 
metanola. Slijepa proba uzorka sadržava 50 µL seruma, 150 µL pufera, 10 µL destilirane 
vode i 790 µL apsolutnog metanola. Slijepa proba reagensa sadržava 50 µL vode, 150 µL 
pufera, 10 µL DTNB-a i 790 µL apsolutnog metanola. Reakcijske smjese inkubiraju se 20 
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije slijedi centrifugiranje na 3000 x g tijekom 10 
minuta. Apsorbancija u nadsloju mjeri se na 412 nm na spektofotometru CECIL Aquarius CE 
7200 prema destiliranoj vodi. Koncentracija tiolnih skupina u serumu izražena u mmol/L 
izračunava se prema dolje navedenoj formuli: 
 
 
           tiolne skupine (mmol/L) = (A–B–C)   *  V* 103  
                                                                       v * ε * b 
 
        =  (A–B–C) *                       1 mL * 103  
                                                                           0,05 mL * 13600 L mol–1 cm–1 * 1 cm 
 




V – volumen reakcijske smjese (1 mL) 
v  – volumen uzorka (0,05 mL) 
ε – molarni apsorpcijski koeficijent (13600 L mol–1 cm–1) 
b – debljina kivete (1 cm) 
103 –  faktor za preračunavanje M u mM 
A – apsorbancija probe na 412 nm  
B – apsorbancija slijepe probe reagensa na 412 nm  











3.2.11. Određivanje koncentracije malondialdehida u serumu 
 
 Koncentracija MDA u serumu određena je modificiranom metodom koju su opisali 
Drury i suradnici (Domijan i sur., 2014; Drury i sur., 1997.). Metoda se temelji na reakciji 
MDA iz seruma s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri čemu nastaje crveni pigment koji se 
određuje pomoću tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC, od eng. high 
performance liquid chromatography). Specifičnost reakcije povećava se upotrebom 
antioksidansa butiliranog hidroksitoluena (BHT) i primjenom HPLC-a koji omogućuje 
odvajanje kompleksa MDA–TBA od ostalih komponenti u reakcijskoj smjesi koje također 
apsorbiraju na istoj valnoj duljini. Reakcijska smjesa sadržava 50 µL seruma, 5 µL 0,2 %-
tnog BHT-a i 750 µL 1 %-tnog H3PO4. Sadržaj se epruvete promiješa i u reakcijsku se smjesu 
dodaje 250 µL 0,6 %-tnog TBA-a i 445 µL vode HPLC čistoće te se smjesa ponovno 
promiješa. Reakcijska se smjesa inkubira u vodenoj kupelji na 100 °C tijekom 20 minuta. 
Nakon završene inkubacije reakcija se zaustavlja uranjanjem epruveta u hladnu vodu. Uzorci 
se prebacuju u automatski ubacivač uzoraka koji je temperiran na 15 °C i koncentracija 
MDA-a određuje se s pomoću HPLC-a. Mobilna se faza sastoji od 50 mmol/L KH2PO4 i 
metanola HPLC čistoće u omjeru 60:40, a pH mobilne faze podešen je na 6,8. Protok mobilne 
faze podešen je na 1 mL/min. Rabljena analitička kolona jest kolona obrnute faze C18 koja je 
tijekom analize temperirana na 32 °C. Valna duljina UV detektora je 532 nm, a vrijeme 
zadržavanja MDA-a na analitičkoj koloni je 2,5 minute. Koncentracija MDA-a u uzorku 
određuje se pomoću standardne krivulje standarda 1,1,3,3-tetrametoksi propana poznate 
koncentracije. Koncentracija MDA-a izražava se u µmol/L. 
 
 
3.2.12. Određivanje koncentracije reduciranog glutationa u serumu 
 
 Koncentracija reduciranog glutationa određena je spektofotometrijskom metodom po 
Ellmanu (Rumora i sur., 2007.) koja se temelji na vezanju 5,5'–ditio-bis–2–nitrobenzojeve 
kiseline ili DTNB-a. U reakciji dolazi do kidanja disulfidne veze i nastanka 2-nitro-5-
tiobenzoata (NTB-) koji ionizira u žuto obojeni NTB2-. Reakcijska smjesa sadržava 50 µL 
DTNB-a, 850 µL fosfatnog pufera i 100 µL seruma za uzorak, 100 µL standarda GSH za 
standard i 100 µL vode za slijepu probu. Apsorbancija se mjeri na 410 nm, a koncentracija 






3.2.13. Statistička obrada podataka 
 
 Statistička obrada podataka provedena je pomoću statističkih programskih paketa 
SigmaStat 3.0 za Windows (2003. SPSS Inc.) i Medcalc 13.3.0.0 (MedCalc Software, 
Mariakerke, Belgija). Osnovna obilježja varijabli testirana su primjenom deskriptivne analize. 
Upotrebom Kolmogorov-Smirnovljeva testa testirana je normalnost razdiobe podataka. 
Rezultati podataka koji su slijedili normalnu razdiobu prikazani su u obliku srednja vrijednost 
± standardna devijacija, a rezultati podataka koji nisu slijedili normalnu razdiobu prikazani su 
u obliku medijana i interkvartilnog raspona između prvog i trećeg kvartila. χ2 test rabljen je za 
testiranje značajnosti razlike između skupina kategoričkih podataka. Za testiranje značajnosti 
razlike između skupina brojčanih podataka koje su slijedile normalnu razdiobu primjenjivan 
je parametrijski nezavisni t-test. Za podatke koji nisu slijedili normalnu razdiobu rabljeni su 
neparametrijski testovi Mann-Whitneyev test ili Kruskal-Wallisov test i Dunnova metoda za 
posthoc testiranje. Dijagnostička točnost, pripadajuća granična vrijednost, specifičnost i 
osjetljivost određene su analizom ROC (od engl. reciever operating characteristic) krivulje. 
Univarijantna i multivarijantna logistička regresija korištena je za ispitivanje određenih 











































4.1. AKTIVNOST PARAOKSONAZE 1 I LIPIDNI STATUS U ISPITANICA S 
REDOVITIM MENSTRUALNIM CIKLUSOM I U ISPITANICA U 
POSTMENOPAUZI 
 
 U istraživanje su uključene žene reproduktivne dobi i žene u postmenopauzi. Žene u 
postmenopauzi imaju promijenjeni lipidni i hormonski status u usporedbi sa ženama 
reproduktivne dobi. Da bismo isključili utjecaj hormonskoga i lipidnoga statusa na aktivnost 
PON1, usporedili smo paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 između skupine zdravih 
žena u postmenopauzi  (n = 23) i skupine zdravih žena s redovitim menstrualnim ciklusom (n 
= 51). Skupina žena s redovitim menstrualnim ciklusom podijeljena je u dvije podskupine, 25 
ispitanica u folikularnoj fazi ciklusa i 26 žena u lutealnoj fazi ciklusa. U ovaj dio 
preliminarnog ispitivanja uključen je samo jedan dio kontrolnih ispitanica. 
 
 
4.1.1. Koncentracije parametara lipidnoga statusa 
 
 Parametri lipidnog statusa uspoređeni su između žena reproduktivne dobi koje su 
podjeljene u dvije podskupine (folikularna i lutealna faza menstrualnog ciklusa) i skupine 
žena u postmenopauzi. Koncentracije parametara lipidnoga statusa prikazane su u tablici 4.  
 
 




Lutealna faza  
ciklusa1 Postmenopauza1 P2 
Trigliceridi (mmol/L) 0,9 (0,7-1,3) 0,7 (0,6-1,0) 1,5 (0,9-1,7) 0,002 
Kolesterol (mmol/L) 5,10 (4,78-6,10) 5,05 (4,70-5,40) 6,30 (5,73-7,23) <0,001 
HDL (mmol/L) 1,7 (1,4-2,0) 1,7 (1,5-1,9) 1,7 (1,4-2,0) 0,870 
LDL (mmol/L) 3,00 (2,56-3,63) 3,00 (2,70-3,70) 3,90 (3,23-4,50) <0,001 
apoAI (g/L) 1,68 (1,48-1,94) 1,70 (1,58-1,81) 1,78 (1,60-1,97) 0,386 
apoB (g/L) 0,88 (0,75-1,01) 0,79 (0,68-1,00) 1,07 (0,90-1,24) 0,002 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Kruskall-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom. 









Koncentracija triglicerida (P = 0,002), kolesterola (P <0,001), LDL kolesterola (P <0,001) i 
apoB (P = 0,002) znatno se razlikovala između triju ispitivanih skupina. Posthoc testom 
utvrđeno je da su koncentracije kolesterola, LDL kolesterola i apoB mnogo veće u ispitanica u 
menopauzi u odnosu prema skupini žena u folikularnoj fazi i u usporedbi sa ženama u 
lutealnoj fazi menstrualnog ciklusa. Posthoc testiranjem također je utvrđeno da se 
koncentracija triglicerida razlikuje samo između skupine ispitanica u menopauzi i skupine 
ispitanica u lutealnoj fazi ciklusa. Koncentracija HDL kolesterola i apoAI ne razlikuje se 
između triju ispitivanih skupina.  
 
 
4.1.2. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 
  
 Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 uspoređene su između skupine žena 
reproduktivne dobi koje su podjeljene u dvije podskupine (folikularna i lutealna faza 
menstrualnog ciklusa) i skupine žena u postmenopauzi. Paraoksonazna i arilesterazna 
aktivnost PON1 te aktivnosti standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAI prikazane su u 










Lutealna faza  
ciklusa1 Postmenopauza1 P2 
POX (U/L) 104 (66-260) 106 (63-250) 93 (71-165) 0,847 
POX/HDL (U/mmol) 49 (38-153) 58 (42-131) 48 (36-94) 0,775 
POX/apoAI (U/g) 50 (37-177) 60 (36-139) 51 (36-88) 0,528 
POX1 (U/L) 210 (131-462) 211 (120-442) 180 (139-296) 0, 857 
POX1/HDL (U/mmol) 99 (72-272) 115 (81-237) 94 (69-169) 0,855 
POX1/apoAI (U/g) 101 (74-315) 116 (69-248) 101 (71-156) 0,580 
ARE (kU/L) 74 (63-82) 70 (54-91) 70 (60-81) 0,906 
ARE/HDL (kU/mmol) 41 (36-50) 42 (35-50) 41 (32-49) 0,875 
ARE/apoAI (kU/g) 41 (37-52) 44 (33-51) 37 (32-45) 0,346 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Kruskall-Wallisovim testom.  
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); 
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju 
HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAI (POX/apoAI); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 
standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAI (POX1/apoAI); arilesterazna 






4.2. ISPITIVANI PARAMETRI U SKUPINI ZDRAVIH ISPITANICA I U SKUPINI 
ISPITANICA S PREMALIGNIM PROMJENAMA VRATA MATERNICE 
 
Koncentracije parametara lipidnoga statusa, oksidacijskoga stresa, paraoksonazne i 
arilesterazne aktivnosti PON1, fenotipovi PON1 i razdioba genotipova i alela Q192R, L55M 
i -108C>T polimorfizama gena pon1 uspoređeni su između kontrolne skupine ispitanica 
(n=109) i skupine ispitanica s CIN-om (n=65). 
 
 
4.2.1. Demografska obilježja ispitivanih skupina 
 
 U tablici 6. prikazana su demografska obilježja kontrolne skupine ispitanica i skupine 
ispitanica s CIN-om. Dvije se ispitivane skupine ne razlikuju po dobi, težini, visini ni po 
indeksu tjelesne mase (BMI). 
Također se dvije ispitivane skupine ne razlikuju prema udjelu žena u reproduktivnoj dobi i 
žena u postmenopauzi. 
 
 
Tablica 6. Demografska obilježja u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
Dob (godine) 38 (32 – 46) 37 (29 – 42)  0,065 
Težina (kg) 65 (59 - 75) 63 (58 - 70) 0,121 
Visina (cm) 168 (164 - 172) 168 (165 - 170) 0,750 
BMI (kg/m2) 23 (21 - 27) 22 (21 - 24) 0,068 
Reproduktivna dob (n,  %) 92    84 61    94 0,108 
Postmenopauza (n,  %) 17    16 4      6   
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao apsolutni broj i postotak. 








4.2.2. Koncentracije parametara lipidnoga statusa  
  
 Koncentracije parametara lipidnog statusa uspoređene su između kontrolne skupine 
ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om te su rezultati prikazani u tablici 7. Koncentracije 
triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB ne razlikuje se između dviju 
ispitivanih skupina. Koncentracija HDL kolesterola mnogo je niža (P <0,001), a 
koncentracija apoAI mnogo je viša (P = 0,006) u skupini ispitanica s CIN-om.  
 
Tablica 7. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
Trigliceridi (mmol/L) 1,0 (0,7 - 1,3) 0,9 (0,7 - 1,2) 0,716 
Kolesterol (mmol/L) 5,3 (4,9 - 6,4 ) 5,3 (4,9 - 6,1) 0,562 
HDL (mmol/L) 1,8 (1,5 - 2,0) 1,4 (1,3 - 1,6) <0,001 
LDL (mmol/L) 3,1 (2,7 - 3,8) 3,3 (2,8 - 4,1) 0,228 
apoAI (g/L) 1,73 (1,58 – 1,99) 1,88 (1,74 – 2,07) 0,006 
apoB (g/L) 0,93 ± 0,26 0,88 ± 0,25 0,204 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 
2 Testirano Mann-Whitneyevim testom ili nezavisnim t-testom.  








4.2.3. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa 
 
 Biljezi oksidacijskog stresa uspoređeni su između kontrolne skupine ispitanica i 
skupine ispitanica s CIN-om. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa (slobodnih tiolnih 
skupina, MDA i GSH) prikazane su u tablici 8. Koncentracija tiolnih skupina nije se 
razlikovala između kontrolne skupine ispitanica i ispitanica s CIN-om. Koncentracija MDA-a 
je niža (P <0,001), a koncentracija GSH-a viša (P <0,001) u skupini ispitanica s CIN-om. 
 
Tablica 8. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
Tioli (mmol/L) 0,362 (0,332 - 0,389) 0,352 (0,304 - 0,404) 0,519 
MDA (µmol/L) 0,76 (0,57 - 1,15) 0,39 (0,27 - 0,55) <0,001 
GSH (µg/mL) 53,41 (34,75 - 134,41) 111,98 (66,02 - 129,56) <0,001 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Mann-Whitneyevim testom.  








4.2.4. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 
 
 Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 uspoređena je između kontrolne 
skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. Raspon POX-a u kontrolnoj je skupini 
ispitanika od 39 do 714 U/L, a u skupini s CIN-om od 37 do 592 U/L. Raspon POX/HDL u 
kontrolnoj skupini je od 24 do 355 U/mmol, a u skupini s CIN-om od 19 do 556 U/mmol. 
Raspon je POX/apoAI u kontrolnoj skupini od 23 do 383 U/g, dok je u skupini s CIN-om od 
17 do 309 U/g. Raspodjela POX-a i u kontrolnoj skupini i u skupini ispitanica s CIN-om jest 
bimodalna (slika 22. i slika 23). Raspon POX1 u kontrolnoj je skupini od 72 do 1219 U/L, a 
u skupini s CIN-om od 68 do 1139 U/L. Raspon POX1/HDL u kontrolnoj je skupini od 45 do 
612 U/mmol, a u skupini s CIN-om od 36 do 964 U/mmol. Raspon POX1/apoAI u kontrolnoj 
je skupini od 45 do 656 U/g, dok je u skupini s CIN-om od 30 do 535 U/g. Raspodjela POX1 
u objema ispitivanim skupinama je bimodalna (slika 24. i slika 25.). Raspon ARE u 
kontrolnoj je skupini od 32 do 116 kU/L, a u skupini s CIN-om od 9 do 93 kU/L. Raspon 
ARE/HDL je od 22 do 73 kU/mmol u kontrolnoj skupini i od 7 do 96 kU/mmol u skupini s 
CIN-om. Raspon ARE/apoAI je od 18 do 68 kU/g u kontrolnoj skupini i od 5 do 66 kU/g u 
skupini s CIN-om. Raspodjela ARE je unimodalna i u kontrolnoj i u skupini s CIN-om (slika 
26. i slika 27.). Vrijednosti POX, POX/HDL, POX/apoAI, POX1, POX1/HDL, POX1/apoAI, 























    
    
   


















































Slika 24. Raspodjela NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj 
skupini ispitanica. 
 















































Slika 25. Raspodjela NaCl-stimulirane paraoksonazne aktivnosti PON1 u skupini 
ispitanica s CIN-om. 










Tablica 9. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
POX (U/L) 96 (67 - 242) 107 (69 - 209) 0,929 
POX/HDL (U/mmol) 51 (39 - 134) 73 (49 - 153) 0,076 
POX/apoAI (U/g) 54 (37 - 137) 51 (40 - 115) 0,444 
POX1  (U/L) 194 (131 - 426) 199 (136 - 366) 0,985 
POX1/HDL (U/mmol) 101(75 - 237) 133 (97 - 271) 0,065 
POX1/apoAI (U/g) 105 (74 - 245) 101 (78 - 207) 0,499 
ARE (kU/L) 77 ± 17 53 ± 19 <0,001 
ARE/HDL (kU/mmol) 43 (37 - 50) 37 (28 - 44) <0,001 
ARE/apoAI (kU/g) 44 ± 11 29 ± 11 <0,001 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon) ili kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 
2Testirano Mann-Whitneyevim testom ili nezavisnim t-testom.  
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); 
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju 
HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAI (POX/apoAI); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 
standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAI (POX1/apoAI); arilesterazna 






















 POX, POX/HDL i POX/apoAI isto kao i POX1, POX1/HDL i POX1/apoAI ne 
razlikuju se značajno između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. 
ARE je mnogo niža u skupini ispitanica s CIN-om (P <0,001) isto kao i ARE/HDL 
(P<0,001) i ARE/apoAI (P<0,001). S obzirom na kontrolnu skupinu ispitanica u skupini 
ispitanica s CIN-om, ARE je niža 31 %, ARE/HDL 14 %, a ARE/apoAI 34 %. U kontrolnoj 
skupini ispitanica nije utvrđena povezanost ARE i HDL (rp = 0,324, P <0,001) ni ARE i 
apoAI (rs = 0,253, P = 0,009). U skupini ispitanica s CIN-om također nije utvrđena 









4.2.5. Dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije parametara lipidnoga statusa, 
oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti paraoksonaze 1 
 
 Ispitana je dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije parametara lipidnoga 
statusa, oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 za razlikovanje zdrave skupine 
ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. U obzir su uzeti samo oni parametri čija se 
koncentracija ili aktivnost znatno razlikovala između ispitivanih skupina. U tablici 10. 
prikazani su rezultati ispitivanja dijagnostičke točnosti analizom krivulje ROC (od eng. 
reciever operating characteristic) uz pripadajuće površine ispod krivulje (AUC; od eng. area 
under the curve), dijagnostičku specifičnost i osjetljivost te pripadajuće optimalne granične 
vrijednosti za HDL, apoAI, MDA i GSH te za ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI.  
 
Tablica 10. Dijagnostička točnost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine 












HDL (mmol/L) 0,726 0,654 - 0,791 <0,0001 75 61 ≤1,6 
apoAI (g/L) 0,625 0,548 - 0,697 0,0043 75 50 >1,73 
ARE (kU/L) 0,811 0,745 - 0,866 <0,0001 65 90 ≤56 
ARE/HDL 
(kU/mmol) 0,66 0,584 - 0,729 0,0003 57 72 ≤38 
ARE/apoAI (kU/g) 0,846 0,783 - 0,896 <0,0001 78 77 ≤36 
MDA (µmol/L) 0,793 0,725 - 0,851 <0,0001 77 76 ≤0,57 
GSH (µg/mL) 0,681 0,606 - 0,749 <0,0001 98 43 >47,50 
Lipoprotein velike gustoće (HDL); apolipoprotein AI (apoAI); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); 
arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL); arilesterazna aktivnost 




 Rezultati su pokazali dobru dijagnostičku točnost za koncentraciju HDL-a te dovoljnu 
dijagnostičku točnost za koncentraciju apoAI. Dijagnostička je osjetljivost i za HDL i za 






Dijagnostička točnost za ARE i ARE/apoAI vrlo je dobra, a za ARE/HDL je dovoljna. 
Osjetljivost za ARE je 65 %, dok je specifičnost 90 %. ARE/HDL ima relativno lošu 
dijagnostičku osjetljivost od 57 % i nešto bolju specifičnost od 72 %. ARE/apoAI ima 
osjetljivost od 78 % i specifičnost od 77 %. Za koncentraciju MDA dobivena je dobra 
dijagnostička točnost, dok je za koncentraciju GSH dobivena dovoljna dijagnostička točnost. 
Dijagnostička osjetljivost za MDA je 77 %, a specifičnost je 76 %. GSH je pokazao iznimno 
visoku dijagnostičku osjetljivost od 98 %. Nasuprot tomu, dijagnostička specifičnost za GSH 
je samo 43 %.  
 
Tablica 11. Univarijantna i multivarijantna logistička regresijska analiza parametara lipidnog 
statusa, oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i 
u skupini ispitanica s CIN-om.  
  UNIVARIJANTNA   MULTIVARIJANTNA   
 omjer izgleda P omjer izgleda P 
  (95 % interval pouzdanosti)   (95 % interval pouzdanosti)   
HDL (mmol/L) 0,0851 (0,0294-0,2465) <0,0001   
apoAI (g/L) 4,0633 (1,4039-11,7606) 0,0081   
ARE (kU/L) 0,9335 (0,9126-0,9549) <0,0001   
ARE/HDL (kU/mmol) 0,9585 (0,9338-0,9838) 0,0007 1,3136 (1,1833-1,4582) <0,0001 
ARE/apoAI (kU/g) 0,8734 (0,8359-0,9125) <0,0001 0,6619 (0,5828-0,7517) <0,0001 
MDA (µmol/L) 0,1021 (0,0363-0,2873) <0,0001 0,0603 (0,0151-0,2404) 0,0001 
GSH (µmol/L) 1,0095 (1,0039-1,0152) 0,0003 1,0130 (1,0017-1,0245) 0,0243 
Lipoprotein velike gustoće (HDL); apolipoprotein AI (apoAI); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); 
arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL); arilesterazna aktivnost 
PON1 standardizirana na koncentraciju apoAI (ARE/apoAI); malondialdehid (MDA); reducirani glutation 
(GSH). 
 
Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa, 
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 11. 
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu 
razmotriti kao prediktori CIN-a. Multivarijantni logistički regresijski model postigao je AUC 
(95% CI) od 0,960 (0,919-0,984) te je korektno klasificirao u skupinu CIN-a 89,08 % 
ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model uključeni su ARE/HDL, ARE/apoAI, 









4.2.6. Fenotip paraoksonaze 1 
 
 Fenotip PON1 uspoređen je između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s 
CIN-om. Fenotip PON1 određen je metodom dvostrukog supstrata, a rabljeni su supstrati 
paraokson i fenilacetat. Na slici 28. prikazana je krivulja raspodjele omjera NaCl-stimulirane 
paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 za kontrolnu skupinu ispitanica, a na slici 29. 
za skupinu ispitanica s CIN-om. U objema ispitivanim skupine raspodjela je trimodalna i 
moguće je odrediti dva antimoda koji razdvajaju fenotip AA, AB i BB. Prvi antimod odvaja 
ispitanice koje imaju fenotip AA od ispitanica s fenotipom AB i BB, dok drugi antimod 






 U kontrolnoj skupini ispitanica vrijednost omjera POX1/ARE 2,717 predočuje prvi 
antimod, a vrijednost 6,349 drugi antimod. Ispitanice s fenotipom AA imaju omjer 
POX1/ARE ≤2,717, s fenotipom AB >2,717 i ≤6,349, a s fenotipom BB >6,349.  
 U skupini ispitanica s CIN-om vrijednost omjera POX1/ARE 4,804 predočuje prvi 
antimod, a vrijednost 10,072 drugi antimod. Ispitanice s fenotipom AA imaju omjer 




















Slika 28. Raspodjela omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti PON1 

















 Učestalost fenotipova AA, AB i BB dane su u tablici 12. Učestalost fenotipova PON1 
ne razlikuju se između dviju ispitivanih skupina. U kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini 
ispitanica s CIN-om najučestaliji je fenotip AA (kontrolna skupina 57 %, CIN 52 %), dok je 
najmanje učestali fenotip BB (kontrolna skupina 11 %, CIN 12 %). 
 
Tablica 12. Učestalost fenotipova PON1 u ispitivanim skupinama. 
  AA AB BB P4 
 n     % n     % n     %  
Kontrolne ispitanice1  62    57 35    32 12    11 0,842 
CIN1 34    52 23    36 8      12  
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim fenotipom. 
2 Testirano χ2 -testom. 
Fenotip AA (homozigoti – niska aktivnost), fenotip AB (heterozigoti – srednja aktivnost), fenotip BB 













Slika 29. Raspodjela omjera NaCl-stimulirane paraoksonazne i arilesterazne aktivnosti 













4.2.7. Polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena pon1  
 
 Polimorfizam Q192R označuje zamjenu glutamina argininom na poziciji 192 (SNP 
ID rs662). Ova promjena aminokiseline rezultat je zamjene nukleotida A s G, što rezultira 
zamjenom kodona CAA u CGA u egzonu 6 gena pon1. Zamjena ovih nukleotida rezultira 
formiranjem restrikcijskoga mjesta za restrikcijski enzim AlwI.  
 Polimorfizam L55M označuje zamjenu leucina metioninom na poziciji 55 (SNP ID 
rs854560). Ova promjena aminokiseline rezultat je zamjene nukleotida T s A, što rezultira 
zamjenom kodona TTG u ATG u egzonu 3 gena pon1. Zamjena tih nukleotida rezultira 
formiranjem restrikcijskoga mjesta za restrikcijski enzim Hin1II. 
 Polimorfizam –108C>T označuje da se na poziciji –108 u promotorskoj regiji gena 
pon1 može nalaziti C ili T (SNP ID rs705381). Prisutnost citozina na poziciji – 108 zajedno s 
uvedenim dodatnim nukleotidom u 1CT početnici označenim  malim slovom „a“ stvaraju 
restrikcijsko mjesto za restrikcijski enzim BsrBI. 
 
 
4.2.7.1. Umnažanje dijela DNA koji sadržava polimorfno mjesto lančanom reakcijom 
polimeraze 
 
 Nakon provedene reakcije umnažanja fragmenata DNA PCR metodom uspješnost 
umnažanja provjerava se elektroforezom na 2 %-tnom agaroznom gelu. Veličina fragmenta 
umnoženog s parom početnica za polimorfizam Q192R jest 238 pb, veličina fragmenta 
umnoženog s parom početnica za polimorfizam L55M iznosi 172 pb, a s parom početnica za        
polimorfizam –108C>T je 240 pb. 
 
 
Slika 30. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnoženih fragmenata s parom 
početnica za polimorfizam Q192R; 1 – 19 umnoženi fragmenti, M 50 pb standard DNA. 








Slika 31. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnoženih fragmenata s parom 










Slika 32. Kontrolna elektroforeza (2 %-tni agarozni gel) umnoženih fragmenata s parom 
početnica za  polimorfizam –108C>T; 1 – 19 umnoženi fragmenti, M 50 pb standard DNA. 
 
 
 M    1    2    3   4    5    6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16  17  18  19 
172 pb 







4.2.7.2. Određivanje genotipova polimorfizama gena pon1  
 
 Na temelju veličine razdvojenih produkata kidanja specifičnim restrikcijskim 
enzimom određuje se genotip za svaki od triju ispitivanih polimorfizama.  
Polimorfizam Q192R gena pon1: kod homozigota za alel Q192 (genotip QQ) nalazi se 
nepokidani fragment od 238 pb, kod homozigota za alel R192 (genotip RR) nalaze se 
pokidani fragmenti od 175 i 63 pb, dok se u heterozigota (genotip QR) nalaze nepokidani 
fragment od 238 pb i pokidani fragmenti od 175 i 63 pb (slika 33.).  
Polimorfizam L55M gena pon1: kod homozigota za alel L55 (genotip LL) nalazi se 
nepokidani fragment od 172 pb, kod homozigota za alel M55 (genotip MM) nalaze se 
pokidani fragmenti od 103 i 69 pb, dok se u heterozigota (genotip LM) nalaze nepokidani 
fragment od 172 pb i pokidani fragmenti od 103 i 69 pb (slika 34.).  
Polimorfizam –108C>T gena pon1: kod homozigota za alel –108T (genotip TT) nalazi 
se nepokidani fragment od 240 pb, kod homozigota za alel –108C (genotip CC) nalaze se 
pokidani fragmenti od 212 i 28 pb, dok se kod heterozigota (genotip CT) nalazi nepokidani 





Slika 33. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom AlwI u 4%-tnom 
agaroznom gelu; linija 1 – 4, 6, 8, 10 – 12 i 18 QQ genotip, linija 7, 9, 13, 15 – 17 i 19 QR 
genotip, linija 5 i 14 RR genotip, M 50 pb standard DNA 
 
 











Slika 34. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom Hin1II u 4%-tnom 
agaroznom gelu; linija 3, 6, 11, 12, 16 i 19 LL genotip, linija 2, 4, 5, 7 – 10, 13, 14, 17 i 18 




Slika 35. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom BsrBI u 4%-tnom 
agaroznom gelu; linija 2, 3, 5, 7, 9, 11, 15 i 18 CC genotip, linija 1, 4, 6, 12 – 14, 16 i 17 CT 
genotip, linija 8 i 10 TT genotip, M 50 pb standard DNA. Fragment od 28 pb nije vidljiv 
nakon razdvajanja produkata kidanja na 4 %-tnom agaroznom gelu.  
 
 













4.2.7.3. Razdioba genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 
 
 Učestalosti genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 
uspoređene su između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica 
13.). U kontrolnoj skupini ispitanica najučestaliji genotip jest QQ (59 %) za Q192R, LM (42 
%) za L55M i CT (45 %) za –108C>T polimorfizme gena pon1. U skupini ispitanica s CIN-
om najučestaliji su genotipovi QQ (51 %) za Q192R i CT (42 %) za –108C>T polimorfizme 
gena pon1. U skupini ispitanica s CIN-om genotipovi LL i LM za polimorfizam L55M gena 
pon1 prisutni su s jednakom učestalosti (43 %). Učestalost genotipova polimorfizama 
Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 ne razlikuju se značajno između skupine zdravih 
ispitanica i ispitanica CIN-om. 
 
Tablica 13. Učestalost genotipova polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u 
ispitivanim skupinama. 
Polimorfizam Genotip Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
  n        % n      %   
 QQ 64      59 33      51 0,258 
pon1 Q192R QR 36      33 29      44   
 RR 9        8 3        5   
        
 LL 43      40 28      43 0,728 
pon1 L55M LM 46      42 28      43  
 MM 20      18 9        14  
       
 CC 33      30 23      35 0,784 
pon1 -108C>T CT 49      45 27      42   
 TT 27      25 15      23   
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim genotipom. 







 Učestalost alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 za obje 
ispitivane skupine prikazane su u tablici 14. Najučestaliji aleli u kontrolnoj skupini ispitanica 
jesu alel Q (75 %) za Q192R, alel L (61 %) za L55M i alel C (53 %) za -108C>T 
polimorfizam. U skupini ispitanica s CIN-om također su najučestaliji alel Q (73 %) za 
Q192R, alel L (65 %) za L55M i alel C (56 %) za –108C>T polimorfizam. Učestalost alela 
Q192R, L55M i –108C>T polimorfizama gena pon1 ne razlikuju se značajno između dviju 
ispitivanih skupina.  
 
Tablica 14. Učestalost alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u 
ispitivanim skupinama. 
Polimorfizam Aleli Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
  n        % n        %  
pon1 Q192R Q 164      75 95      73 0,750 
 R 54        25 35      27   
        
pon1 L55M L 132      61 84      65 0,521 
 M 86        39 46      35   
        
pon1 -108C>T C 115      53 73      56 0,614 
 T 103      47 57      44   
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim alelom. 








4.2.7.4. Utjecaj polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 na aktivnost PON1  
 
 Ispitan je utjecaj genotipova polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 na 
POX, POX1 i ARE u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om. POX, 
POX1 i ARE za pojedine genotipove polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u 
kontrolnoj skupini ispitanica prikazani su u tablici 15.  
 
 
Tablica 15. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama 
Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u kontrolnoj skupini ispitanica. 
  POX1 (U/L) P2 POX11 (U/L) P2 ARE1 (kU/L) P2 
pon1 Q192R             
QQ 72 (61 - 93) <0,001 141 (116 - 182) <0,001 75 (64 - 87) 0,216 
QR 240 (184 - 269)   421 (329 - 472)   77 (67 - 89)   
RR 462 (341 - 554)   795 (592 - 963)   89 (70 - 100)   
pon1 L55M             
LL 228 (112 - 324) <0,001 400 (226 - 563) <0,001 89 (72 - 97) <0,001 
LM 80 (67 - 163)   160 (130 - 291)   76 (65 - 81)   
MM 54 (46 - 66)   105 (87 - 128)   60 (47 - 71)   
pon1 -108C>T             
CC 246 (95 - 312) <0,001 436 (187 - 558) <0,001 94 (84 - 99) <0,001 
CT 96 (67 - 214)   190 (129 - 384)   73 (69 - 82)   
TT 66 (47 - 141)   130 (90 - 251)   60 (50 - 69)   
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthock testiranje provedeno je Dunnovom metodom.  
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); 
arilesterazna aktivnost PON1 (ARE). 
 
 Genotipovi polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 značajno utječu na 
POX i POX1. POX i POX1 aktivnost najveća je za genotip RR, LL i CC, najniža za genotip 
QQ, MM i TT, a srednja za genotip QR, LM i CT. Posthock testiranjem Dunnovom 
metodom ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam međusobno značajno 
razlikuju u prikazanoj bazalnoj i NaCl-stimuliranoj paraoksonaznoj aktivnosti PON1. POX i 
POX1 aktivnosti mnogo su veće za genotip RR u odnosu prema genotipu QQ te za genotip 






razlika. POX i POX1 mnogo su veće za genotip LL s obzirom na genotip MM, za genotip LL 
s obzirom na genotip LM i za genotip LM s obzirom na genotip MM. POX i POX1 također 
su mnogo veće za genotip CC u odnosu prema genotipu TT, za genotip CC u odnosu prema 
genotipu CT i za genotip CT u odnosu prema genotipu TT. ARE se ne razlikuju značajno 
ovisno o genotipovima polimorfizma Q192R gena pon1. Genotipovi polimorfizama L55M i 
–108C>T gena pon1 značajno utječu na ARE. Genotipovi LL i CC imaju najvišu, genotipovi 
MM i TT najnižu, a genotipovi LM i CT srednju aktivnost. Posthock testiranjem Dunnovom 
metodom ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam međusobno značajno 
razlikuju u prikazanoj arilesteraznoj aktivnosti PON1. ARE je mnogo viša za genotip LL u 
usporedbi s  genotipom MM, za genotip LL u odnosu prema genotipu LM i za genotip LM u 
odnosu prema genotipu MM. ARE je također mnogo veća za genotip CC s obzirom na 
genotip TT, za genotip CC u odnosu prema genotipu CT i za genotip CT s obzirom na 
genotip TT.  
 
 
Tablica 16. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama 
Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u skupini ispitanica s CIN-om. 
  POX1 (U/L) P2 POX11 (U/L) P2 ARE1 (kU/L) P2 
pon1 Q192R             
QQ 73 (58 - 88) <0,001 145 (114 - 173) <0,001 52 (44 - 67) 0,094 
QR 197 (161 - 245)   351 (286 - 458)   50 (42 - 61)   
RR 445 (357 - 555)   771 (677 - 1047)   77 (60 - 84)   
pon1 L55M             
LL 181 (99 -269) <0,001 323 (192 - 491) <0,001 57 (49 - 78) 0,043 
LM 87 (66 - 181)   168 (131 - 321)   51 (39 - 62)   
MM 54 (46 - 57)   105 (90 - 110)   47 (40 - 53)   
pon1 -108C>T             
CC 107 (88 - 273) 0,011 214 (173 - 484) 0,012 67 (44 - 79) 0,041 
CT 109 (66 - 196)   199 (129 - 349)   52 (49 - 59)   
TT 63 (51 - 156)   119 (98 - 275)   47 (37 - 52)   
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon); 
2Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthock testiranje provedeno je Dunnovom metodom. 
Bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); 







 POX, POX1 i ARE za pojedine genotipove polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T 
gena pon1 u skupini ispitanica s CIN-om prikazani su u tablici 16. Genotipovi polimorfizama 
Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 značajno utječu na POX i POX1. POX i POX1 
aktivnost najveća je za genotip RR, LL i CC, najniža za genotip QQ, MM i TT, a srednja za 
genotip QR, LM i CT. Iznimka je POX za polimorfizam –108C>T gena pon1, gdje je genotip 
CT imao najveću, a genotip CC srednju aktivnost. Posthock testiranjem Dunnovom metodom 
ispitano je koji se genotipovi za svaki pojedini polimorfizam međusobno značajno razlikuju u 
prikazanoj bazalnoj i NaCl-stimuliranoj paraoksonaznoj aktivnosti PON1. POX i POX1 
aktivnosti mnogo su veće za genotip RR u odnosu prema genotipu QQ te za genotip QR u 
odnosu prema genotipu QQ. Između genotipova QR i RR nije utvrđena značajna razlika u 
aktivnosti. POX i POX1 mnogo su veće za genotip LL s obzirom na genotip MM, za genotip 
LL s obzirom na genotip LM i za genotip LM s obzirom na genotip MM. POX i POX1 
mnogo su veće za genotip CC u odnosu prema genotipu TT. Nije utvrđena značajna razlika u 
aktivnosti između genotipova CC i CT i između genotipova CT i TT. Kao i kod kontrolne 
skupine ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om ARE se ne razlikuje značajno ovisno o 
genotipovima polimorfizma Q192R gena pon1. ARE je značajno različita ovisno o 
genotipovima polimorfizma L55M gena pon1. Genotip LL ima najvišu, genotip LM srednju, 
a genotip MM najnižu aktivnost. Genotipovi polimorfizma –108C>T gena pon1 također 
znatno utječu na ARE. Genotip CC ima najveću, genotip CT srednju, a genotip TT najnižu 
aktivnost. Posthock testiranje pokazalo je da genotip CC ima mnogo veću ARE u odnosu 
prema genotipu TT, dok između genotipova CC i CT te genotipova CT i TT nema razlike u 
aktivnosti.  
 
 U tablici 17. uspoređena je ARE za svaki pojedini genotip polimorfizama L55M i -
108C>T gena pon1 između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. U 
skupini ispitanica s CIN-om ARE je značajno niža za svaki pojedini genotip polimorfizama 












Tablica 17. Arilesterazna aktivnost PON1 i genotipovi polimorfizama L55M i –108C>T gena 
pon1 u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om. 
   ARE (kU/L)  
 Kontrolne ispitanice1 CIN1 P2 
pon1 L55M       
LL 89 (72 - 97) 57 (49 - 78) <0,001 
LM 76 (65 - 81) 51 (39 - 62) <0,001 
MM 60 (47 - 71) 47 (40 - 53) 0,017 
pon1 -108C>T    
CC 94 (84 - 99) 67 (44 - 79) <0,001 
CT 73 (69 - 82) 52 (49 - 59) <0,001 
TT 60 (50 - 69) 47 (37 - 52) 0,003 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2 Testirano Mann-Whitneyevim testom.  







4.3. ISPITIVANI PARAMETRI U ZDRAVIH ISPITANICA I U ISPITANICA S 
PREMALIGNIM PROMJENAMA VRATA MATERNICE NISKOG I VISOKOG 
RIZIKA 
 
 Koncentracije parametara lipidnoga statusa i oksidacijskoga stresa, paraoksonazna i 
arilesterazna aktivnosti PON1, fenotipovi PON1 i razdioba genotipova i alela polimorfizama 
Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 gena uspoređeni su između kontrolne skupine ispitanica 
i skupine ispitanica s CIN-om koje su podijeljene u dvije podskupine. Jednu podskupinu 
činile su ispitanice koje su imale CIN niskog rizika (LG; od eng. low grade, n=18) koje su 
PHD analizom bile svrstane u skupinu CIN1 promjena, a drugu podskupinu činile su 
ispitanice s CIN-om visokog rizika (HG; od eng. high grade, n=47) koje su PHD analizom 
svrstane u skupinu CIN2, CIN3 i CIS promjena.  
 
 
4.3.1. Koncentracije parametara lipidnoga statusa  
 
 Parametri lipidnog statusa uspoređeni su između kontrolne skupine ispitanica i 
skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u 
ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 18.  
 
Tablica 18. Koncentracije parametara lipidnoga statusa u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 LG1 HG1 P2 
Trigliceridi (mmol/L) 1,0 (0,7 - 1,3) 1,0 (0,8 - 1,5) 0,9 (0,7- 1,2) 0,331 
Kolesterol (mmol/L) 5,3 (4,9 - 6,4) 5,3 (4,6 - 5,9) 5,3 (4,9 - 6,2) 0,839 
HDL (mmol/L) 1,8 (1,5 - 2,0) 1,5 (1,3 - 1,8) 1,4 (1,3 - 1,6) <0,001 
LDL (mmol/L) 3,1 (2,7 - 3,8) 3,1 (2,6 - 3,8) 3,4 (3,0 - 4,1) 0,255 
apoAI (g/L) 1,73 (1,58 - 1,99) 1,92 (1,76 - 2,16) 1,88 (1,73 - 2,05) 0,016 
apoB (g/L) 0,91 (0,74 - 1,10) 0,77 (0,67 - 0,91) 0,88 (0,70 - 1,03) 0,248 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom. 
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); Lipoprotein velike gustoće (HDL); lipoprotein male gustoće 







Koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB nisu se 
razlikovale između kontrolne skupine ispitanica, skupine ispitanica s LG promjena i skupine 
ispitanica s HG promjenama. Koncentracije HDL kolesterola (P <0,001) i apoAI (P = 0,016) 
značajno se razlikuju između triju ispitivanih skupina. Posthoc testiranjem utvrđeno je da je 
koncentracija HDL-a mnogo veća u kontrolnoj skupini ispitanica u odnosu prema skupini 
ispitanica s LG promjenama te također u kontrolnoj skupini ispitanica u usporedbi sa 







4.3.2. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa 
  
 Biljezi oksidacijskog stresa uspoređeni su između kontrolne skupine ispitanica i 
skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u 
ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 19. Koncentracija tiolnih skupina ne razlikuje se 
između kontrolne skupine ispitanica i između skupine ispitanica s LG i HG promjenama. 
 
Tablica 19. Koncentracije biljega oksidacijskoga stresa u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne ispitanice1 LG1 HG1 P2 
Tioli (mmol/L) 0,362 (0,332 - 0,389) 0,327 (0,304 - 0,395) 0,365 (0,306 - 0,411) 0,309 
MDA (µmol/L) 0,755 (0,573 - 1,150) 0,668 (0,383 - 0,886) 0,350 (0,244 - 0,457) <0,001 
GSH (µg/mL) 53,41 (34,75 - 134,41) 117,94 (62,72 - 139,52) 111,42 (67,55 - 126,10) <0,001 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). 
2Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom.  
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); malondialdehid (MDA); reducirani glutation (GSH). 
 
 Koncentracija MDA-a značajno se razlikuje između triju ispitivanih skupina (P 
<0,001). Posthoc testiranjem utvrđeno je da kontrolna skupina ima mnogo veću 
koncentraciju MDA-a u odnosu prema skupini s HG promjenama te da skupina ispitanica s 
LG promjenama ima mnogo veću koncentraciju MDA-a u usporedbi sa skupinom s HG 
promjenama. 
 Koncentracija GSH-a također se značajno razlikuje između triju ispitivanih skupina 
(P <0,001). Posthoc testiranje pokazalo je da kontrolna skupina ispitanica ima mnogo nižu 
koncentraciju GSH-a u odnosu prema skupini s LG promjenama, te da je također mnogo niža 
koncentracija GSH-a u kontrolnoj skupini ispitanica nego u skupini s HG promjenama. 
Koncentracija GSH-a između skupine s LG promjenama i skupine s HG promjenama ne 







4.3.3. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 
 
 Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 uspoređena je između kontrolne 
skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG promjenama. Paraoksonazna i arilesterazna 
aktivnost PON1 prikazana je u tablici 20. POX, POX/HDL, POX/apoAI te POX1, 
POX1/HDL i POX1/apoAI ne razlikuju se između kontrolne skupine ispitanica i skupina 
ispitanica s LG i HG promjenama. ARE (P <0,001), ARE/HDL (P <0,001) i ARE/apoAI (P 




Tablica 20. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 u ispitivanim skupinama. 
  Kontrolne1       
   ispitanice LG1 HG1 P2 
POX (U/L) 96 (67 - 242) 172 (99 - 242) 89 (63 - 188) 0,114 
POX/HDL (U/mmol) 51 (39 -134) 121 (59 - 161) 62 (45 - 139) 0,067 
POX/apoAI (U/g) 53 (37 - 137) 99 (46 - 122) 44 (35 - 109) 0,149 
POX1 (U/L) 194 (131 - 426) 302 (192 - 430) 178 (121 - 337) 0,125 
POX1/HDL (U/mmol) 101 (75 - 237) 215 (119 - 284) 121 (88 - 246) 0,061 
POX1/apoAI (U/g) 105 (74 - 245) 173 (94 - 216) 86 (71 - 199) 0,179 
ARE (kU/L) 76 (66 - 89) 48 (36 - 74) 52 (46 - 67) <0,001 
ARE/HDL (kU/mmol) 43 (37 - 50) 33 (28 - 38) 38 (28 - 45) <0,001 
ARE/apoAI (kU/g) 42 (37 - 51) 26 (18 - 30) 29 (24 - 36) <0,001 
1Podatci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).  
2Testirano Kruskal-Wallisovim testom. Posthoc testiranje provedeno je Dunnovom metodom. 
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG); bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 (POX); bazalna 
paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX/HDL) i na koncentraciju apoAI 
(POX/apoAI); NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 (POX1); NaCl-stimulirana paraoksonazna 
aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a (POX1/HDL) i na koncentraciju apoAI 
(POX1/apoAI); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na 









Posthoc testiranjem utvrđeno je da su ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI viši u kontrolnoj 
skupini ispitanica nego u  skupini s LG promjenama te u kontrolnoj skupini ispitanica u 
usporedbi sa skupinom s HG promjenama. ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI ne razlikuju se 
značajno između skupine s LG promjenama i skupine s HG promjenama. 
U kontrolnoj skupini ispitanica nije utvrđena povezanost ARE i HDL (rp = 0,324, P 
<0,001) ni ARE i apoAI (rs = 0,253, P = 0,009). U skupini ispitanica s LG promjenama i s 
HG promjenama također nije utvrđena povezanost ARE s HDL (rp = 0,0254, P = 0,920; rp = 






4.3.4. Dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije parametara lipidnoga statusa, 
oksidacijskoga stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 
 
 Ispitana je dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije HDL, GSH te ARE, 
ARE/HDL i ARE/apoAI za razlikovanje zdrave skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG 
promjenama vrata maternice. U tablici 21. prikazani su rezultati ispitivanja dijagnostičke 
točnosti analizom krivulje ROC uz pripadajuće površine ispod krivulje, dijagnostičku 
specifičnost i osjetljivost te pripadajuće optimalne granične vrijednosti. Rezultati su pokazali 
dovoljnu dijagnostičku točnost za koncentraciju HDL-a te osjetljivost od 67 % i specifičnost 
od 72 %. Dijagnostička točnost za ARE i ARE/apoAI vrlo je dobra, dok je za ARE/HDL 
dobra. Dijagnostička osjetljivost za ARE je 72 %, a za ARE/HDL i za ARE/apoAI 78 %. 
Dijagnostička je specifičnost za ARE i ARE/apoAI visoka i iznosi 92 i 90 %, a za ARE/HDL 
nešto je niža i iznosi 72 %. Za koncentraciju GSH-a dobivena je dovoljna dijagnostička 
točnost, 100 %-tna osjetljivost i niska specifičnost od samo 47 %.  
 
 
Tablica 21. Dijagnostička točnost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine 












HDL (mmol/L) 0,698 0,610 - 0,776 0,0061 67 72 ≤1,5 
ARE (kU/L) 0,817 0,739 - 0,880 <0,001 72 92 ≤53 
ARE/HDL (kU/mmol) 0,732 0,647 - 0,807 0,0030 78 72 ≤38 
ARE/apoAI (kU/g) 0,855 0,782 - 0,911 <0,0001 78 90 ≤30 
GSH (µg/mL) 0,689 0,601 - 0,768 0,0001 100 47 >50,8 
Lipoprotein velike gustoće (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 










Tablica 22. Univarijantna i multivarijantna logistička regresija parametara lipidnog statusa, 
oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i skupini 
ispitanica s LG promjenama vrata maternice.  
  UNIVARIJANTNA   MULTIVARIJANTNA   
 omjer izgleda P omjer izgleda P 
  
(95 % interval 
pouzdanosti)   (95 % interval pouzdanosti)   
HDL (mmol/L) 0,1414 (0,0301-0,6642) 0,0074   
ARE (kU/L) 0,9272 (0,8953-0,9602) <0,0001   
ARE/HDL (kU/mmol) 0,9465 (0,9046-0,9904) 0,0106 1,2523 (1,1095 - 1,4135) <0,0001 
ARE/apoAI (kU/g) 0,8602 (0,8033-0,9211) <0,0001 0,6650 (0,5620-0,7869) <0,0003 
GSH (µmol/L) 1,0090 (1,0004-1,0178) 0,0406     
Lipoprotein velike gustoće (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAI (ARE/apoAI); reducirani 
glutation (GSH). 
 
Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa, 
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 22. 
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu 
razmotriti kao prediktori LG promjena. Multivarijantni logistički regresijski model postigao 
je AUC (95% CI) od 0,946 (0,891-0,978) te je korektno klasificirao u skupinu s LG 
promjenama 93,70 % ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model uključeni su 




 Također je ispitana dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije HDL-a, GSH-
a, ARE-a, ARE/HDL-a i ARE/apoAI-a za razlikovanje zdrave skupine ispitanica i skupine 
ispitanica s HG promjenama vrata maternice. U tablici 23. prikazani su rezultati ispitivanja 
dijagnostičke točnosti ispitane analizom ROC krivulje uz pripadajuće površine ispod 
krivulje, dijagnostičku specifičnost i osjetljivost te pripadajuće optimalne granične 
vrijednosti. Rezultati su pokazali dobru dijagnostičku točnost za koncentraciju HDL-a te 
specifičnost od 79 % i osjetljivost od 61 %. Dijagnostička točnost za ARE i ARE/apoAI vrlo 
je dobra, dok je za ARE/HDL dovoljna. Osjetljivost za ARE i ARE/apoAI jest 81 % i 94 %, 
dok je specifičnost 72 % i 63 %. ARE/HDL ima nisku osjetljivost od 45 % i specifičnost od 
79 %. Za koncentraciju GSH-a dobivena je dovoljna dijagnostička točnost te 98 %-tna 







Tablica 23. Dijagnostička točnost u razlikovanju zdrave skupine ispitanica i skupine 
ispitanica s HG promjenama vrata maternice. 
 AUC 










HDL (mmol/L) 0,737 0,661 - 0,804 <0,0001 79 61 ≤1,6 
ARE (kU/L) 0,808 0,738 - 0,867 <0,0001 81 72 ≤68 
ARE/HDL (kU/mmol) 0,631 0,551 - 0,707 0,0088 45 79 ≤36 
ARE/apoAI (kU/g) 0,842 0,775 - 0,895 <0,0001 94 63 ≤39 
GSH (µg/mL) 0,678 0,598 - 0,750 <0,0001 98 43 >47,5 
Lipoprotein velike gustoće (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 




Tablica 24. Univarijantna i multivarijantna logistička regresija parametara lipidnog statusa, 
oksidacijskog stresa i arilesterazne aktivnosti PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica i skupini 
ispitanica s HG promjenama vrata maternice.  
  UNIVARIJANTNA   MULTIVARIJANTNA   
 omjer izgleda P omjer izgleda P 
  
(95 % interval 
pouzdanosti)   
(95 % interval 
 pouzdanosti)   
HDL (mmol/L) 0,0632 (0,0181-0,2210) <0,0001   
ARE (kU/L) 0,9338 (0,9105-0,9578) <0,0001   
ARE/HDL (kU/mmol) 0,9557 (0,9269-0,9854) 0,0022 1,3172 (1,1799-1,4704) <0,0001 
ARE/apoAI (kU/g) 0,8719 (0,8297 - 0,9162) <0,0001 0,6761 (0,5937-0,7699) <0,0001 
MDA (µmol/L) 0,0276 (0,0058-0,1322) <0,0001 0,0562 (0,0125-0,2530) 0,0002 
GSH (µmol/L) 1,0089 (1,0031-1,0146) 0,0010 1,0124 (1,0007-1,0243) 0,0377 
Lipoprotein velike gustoće (HDL); arilesterazna aktivnost PON1 (ARE); arilesterazna aktivnost PON1 
standardizirana na koncentraciju HDL-a (ARE/HDL) i na koncentraciju apoAI (ARE/apoAI); malondialdehid 
(MDA); reducirani glutation (GSH). 
 
Rezultati univarijantne i multivarijantne analize za parametre lipidnog statusa, 
oksidacijskog stresa te za arilesteraznu aktivnost PON1 prikazani su u tablici 24. 
Univarijantnom regresijskom analizom pokazano je da se svi ispitivani parametri mogu 
razmotriti kao prediktori HG promjena. Multivarijantni logistički regresijski model postigla 






promjenama 88,46 % ispitanica. U ovaj multivarijantni regresijski model uključeni su 




Također smo ispitali dijagnostičku točnost za razlikovanje ispitanica s LG i HG 
promjenama na vratu maternice za jedini parametar čija se koncentracija razlikovala između 
spomenutih dviju skupina ispitanica. Koncentracija MDA-a pokazala je dobru dijagnostičku 
točnost (AUC: 0,726; 95 % CI 0,601 – 0,829; P = 0,0042), 85 %-tnu osjetljivost i 67 %-tnu 
specifičnost za razlikovanje ispitanica s LG i HG promjenama. Pripadajuća je granična 
vrijednost ≤0,524 µmol/L. Nasuprot tome univarijantnom logističkom regresijskom analizom 
MDA se nije pokaza kao dobar prediktor HG promjena. Također smo ispitali dijagnostičku 
točnost MDA za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s HG promjenama. Dijagnostička 
je točnost vrlo dobra (AUC: 0,863; 95 % CI 0,799 – 0,913; P <0,0001), a osjetljivost i 








4.3.5. Fenotip paraoksonaze 1  
 
 Fenotip PON1 uspoređen je između kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s 
LG i HG promjenama. Učestalost fenotipova PON1 dane su u tablici 25. U kontrolnoj 
skupini ispitanica kao i u skupini ispitanica s HG promjenama najučestaliji je fenotip AA 
(kontrolna skupina 57 %, HG 62 %), dok je najmanja učestalost uočena za fenotip BB 
(kontrolna skupina 11 %, HG 13 %). U skupini ispitanica s LG promjenama najučestaliji je 
fenotip AB (61 %), a najmanje je učestali fenotip BB (11 %). Učestalost fenotipova PON1 ne 
razlikuju se značajno između kontrolne skupine ispitanica, skupine ispitanica s LG 
promenama i skupine ispitanica s HG promjenama.  
 
Tablica 25. Učestalost fenotipova PON1 u ispitivanim skupinama. 
  AA AB B P2 
 n     % n     % n     %  
Kontrolna skupina1 62    57 35    32 12    11 0,090 
LG1 5      28 11    61 2      11  
HG1 29    62 12    25 6      13   
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim fenotipom. 
2Testirano χ2 -testom.  
Fenotip AA (homozigoti niska aktivnost); fenotip AB (heterozigoti srednja aktivnost), fenotip BB (homozigoti 






4.3.6. Polimorfizmi Q192R, L55M i –108C>T gena pon1  
 
 Razdioba genotipova polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 
uspoređena je između kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG 
promjenama. U tablici 26. prikazane su učestalosti genotipova polimorfizama Q192R, L55M 
i –108C>T gena pon1 u ispitivanim skupinama. 
 




ispitanice1  LG1 HG1 P2 
  n        % n        % n        %  
pon1 Q192R QQ 64    59 7      39 26    55 0,291  
 QR 36    33 10    55 19    40   
 RR 9       8 1      6 2       5   
pon1 L55M LL 43    40 10    55 18     38 0,607 
 LM 46    42 7      39 21     45   
 MM 20    18 1       6 8       17   
pon1 -108C>T CC 33    30 10     55 13      28 0,273 
 CT 49    45 5       28 22      47   
 TT 27    25 3       17 12      25   
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim genotipom. 
2testirano χ2-testom. Zbog maloga broja ispitanica s određenim genotipom statistički značajna razlika između 
kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i s HG promjenama testirana je za genotip QQ i za 
nositelje R-alela (genotip QR i RR) za polimorfizam Q192R gena pon1. 
CIN niskog rizika (LG); CIN visokog rizika (HG). 
  
Za polimorfizam Q192R u kontrolnoj skupini ispitanica najučestaliji je genotip QQ (59 %), u 
skupini ispitanica s LG promjenama najučestaliji je genotip QR (55 %), a u skupini s HG 
promjenama genotip QQ (55 %). Za polimorfizam L55M u kontrolnoj skupini ispitanica 
najučestaliji je genotip LM (42 %), u skupini ispitanica s LG promjenama najučestaliji je 
genotip LL (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip LM (45 %). Za polimorfizam –






ispitanica s LG promjenama najučestaliji je genotip CC (55 %), a u skupini s HG 
promjenama genotip CT (47 %). Razdioba genotipova za tri određivana polimorfizma gena 
pon1 nije se razlikovala između kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i HG 
promjenama. 
U tablici 27. prikazane su učestalosti alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T 
gena pon1 u ispitivanim skupinama. Najučestaliji alel polimorfizma Q192R jest alel Q u 
kontrolnu skupinu ispitanica (75 %), u skupinu ispitanica s LG promjenama (67 %) i u 
skupini ispitanica s HG promjenama (76 %). Najučestaliji alel polimorfizma L55M jest alel L 
u kontrolnoj skupini ispitanica (61 %), u skupini ispitanica s LG promjenama (75 %) i u 
skupini ispitanica s HG promjenama (61 %). Najučestaliji alel polimorfizma -108C>T jest 
alel C u kontrolnoj skupini ispitanica (53 %), u skupinu ispitanica s LG promjenama (69 %) i 
u skupini ispitanica s HG promjenama (51 %). Razdioba alela za tri određivana polimorfizma 
gena pon1 nije se razlikovala između kontrolne skupine ispitanica i skupina ispitanica s LG i 
HG promjenama.  
 




ispitanice1 LG1 HG1 P2 
  n        %       
pon1 Q192R Q 164    75 24    67 71    76 0,529 
 R  54      25 12    33 23    24  
pon1 L55M L  132    61 27    75 57    61 0,240 
 M  86      39 9      25 37    39  
pon1 -108C>T C  115    53 25    69 48    51 0,141 
 T  103    47 11    31 46    49  
1Rezultati su prikazani kao broj (n) i postotak (%) ispitanika s određenim alelom. 
2testirano χ2 -testom.  































 Oksidacijski stres smatra se jednim od čimbenika koji pridonosi razvoju raka. Stoga je 
svrha provedenog istraživanje bila odrediti aktivnost antioksidacijskog enzima PON1 
upotrebom dvaju različitih supstrata (paraokson i fenilacetat) u žena s CIN-om. Također je 
određen fenotip PON1. Ispitana su i tri polimorfizma gena pon1 (Q192R, L55M i -108C>T) 
za koje je iz literaturnih podataka poznato da utječu na paraoksonaznu i arilesteraznu 
aktivnost te na koncentraciju PON1. Istraživanje je obuhvatilo i određivanje parametara 
lipidnoga statusa i oksidacijskoga stresa. 
 Rak vrata maternice drugi je po učestalosti rak u svijetu. Glavni etiološki čimbenik 
karcinogeneze jest infekcija HPV-om. Klinički se HPV-ovi klasificiraju u skupinu niskog 
rizika i skupinu visokog rizika na temelju relativne sklonosti lezija uzrokovanih HPV-om da 
maligno napreduju. Skupina HPV-a niskog rizika rezultira razvojem umjerenih displazija 
vrata maternice i genitalnih bradavica, dok visoko rizična skupina HPV-a rezultira razvojem 
dislazije i CIN-a. Većina je infekcija HPV-om supklinička i prolazna (80 %), a izlječenje je 
rezultat učinkovitoga djelovanja imunosnog odgovora koji ili uklanja virus iz organizma ili ga 
potiskuje ispod granice detekcije (Ho i sur., 1998.). U malom postotku, kada virus nije 
potisnut, dolazi do napredovanja infekcije u CIN1 te zatim u CIN2/3. Za razvoj raka vrata 
maternice iz CIN-a potrebno je više koraka karcinogeneze koji su do sada ostali nerazjašnjeni. 
Utvrđeno je da oko 10 % CIN1 i 20–30 % CIN2/3 napreduje do raka (Di Domenico i sur., 
2012.). Čini se da je prisutnost infekcije HPV-om nužna za razvoj raka vrata maternice, ali je 
bitno naglasiti da su i drugi kofaktori bitni za razvoj te vrste raka. Ostali su čimbenici rizika 
uzimanje oralnih kontraceptiva, nizak socio-ekonomski status, maluntricija, pušenje, dob 
stupanja u spolne odnose i broj seksualnih partnera. Jedan od kofaktora koji je privukao 
interes istraživača jest i oksidacijski stres (Di Domenico i sur., 2012.; Manju i sur., 2002b.). 
 U normalnim fiziološkim uvjetima u organizmu postoji ravnoteža između endogenih 
oksidansa i antioksidansa. U organizmu postoje enzimski i neenzimski antioksidacijski 
sustavi. Neenzimski antioksidacijski sustavi uključuju bilirubin, glutation te vitamine A, C i 
E, dok enzimski antioksidacijski sustavi uključuju SOD, GPx i CAT. Jedan od enzima koji je 
bitan za sakupljanje slobodnih radikala u organizmu jest i PON1. Neravnoteža u stvaranju i 
uklanjanju ROS-a rezultira razvojem oksidacijskoga stresa te u takvim uvjetima ROS može 
dovesti do oštećenja staničnih lipida, proteina i DNA. Poznato je da su oksidacijski stres i 
ROS uključeni u inicijaciju i promociju razvoja raka (Di Domenico i sur., 2012.; Looi i sur., 
2008.; Sozmen i sur., 2008.). Istraživanja su pokazala da lipidna peroksidacija može imati 






karcinogenezom na životinjskim modelima (Delimaris i sur., 2007.). Povećana koncentracija 
ROS-a i/ili njihovo nedostatno uklanjanje staničnim ili plazmatskim antioksidansima rezultira 
stvaranjem produkata lipidne peroksidacije na LDL-u. oLDL se smatra neovisnim mitogenim 
faktorom koji inducira proliferaciju ili staničnu smrt te može pridonijeti nastanku i 
napredovanju raka povećavajući oslobađanje citokina i faktora rasta (Delimaris i sur., 2007.). 
 PON1 je enzim koji se sintetizira u jetri i nakon sinteze izlučuje se u krvnu plazmu, 
gdje se najvećim dijelom veže na HDL (Draganov i sur., 2004.; Fuhrman i sur., 2005.). Enzim 
putem svoje organofosfatazne, arilesterazne i laktonazne aktivnosti hidrolizira velik broj 
raznolikih supstrata. PON1 pripisuje se antiaterogeno i antioksidacijsko djelovanje (Draganov 
i sur., 2004., Grdić Rajković i sur., 2011.). Budući da je dobro poznata uloga PON1 u 
sprečavanju oksidacije HDL-a i LDL-a, razumno je i ovaj enzim svrstati u skupinu enzima 
koji svojim antioksidacijskim djelovanjem mogu utjecati na karcinogenezu. 
 
 
5.1. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 u ispitanica s redovitim 
menstrualnim ciklusom i u ispitanica u postmenopauzi 
 
Kao što je detaljno objašnjeno, u istraživanje su uključene ispitanice reproduktivne 
dobi i ispitanice u postmenopauzi. S obzirom na žene reproduktivne dobi, žene u 
postmenopauzi imaju promijenjeni hormonski i lipidni status, što se može odraziti na 
aktivnost PON1. Stoga smo odredili parametre lipidnog statusa te paraoksonaznu i 
arilesteraznu aktivnost PON1 u skupini žena reproduktivne dobi koju smo podijelili na dvije 
podskupine (folikularna i lutealna faza ciklusa) te u skupini žena u postmenopauzi. Rezultati 
prikazani u tablici 4. pokazuju proaterogeni lipidni profil žena u postmenopauzi, što je u 
skladu s do sada objavljenim radovima (Topcuoglu i sur., 2005.; Zago i sur., 2004.). 
Koncentracije ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB mnogo su veće u skupini 
ispitanica u postmenopauzi negoli u ispitanica u lutealnoj i folikularnoj fazi ciklusa. Nadalje, 
koncentracija triglicerida također je mnogo viša u postmenopauzi, što je u skladu s 
objavljenim rezultatima (Topcuoglu i sur., 2005.; Zago i sur., 2004.), a zanimljivo je da se 
koncentracija triglicerida razlikovala samo između skupine žena u lutealnoj fazi ciklusa i žena 
u postmenopauzi. Mogući razlog je promjena hormonskoga statusa u folikularnoj i lutealnoj 
fazi ciklusa, no ova pretpostavka zahtijeva daljnje istraživanje. Dobro je poznato da je vezanje 






Vezanje PON1 za HDL nije ovisno o apoAI, ali je njegova prisutnost bitna za postizanje 
optimalne aktivnosti i stabilnosti enzima (James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.). 
Promjene koncentracije HDL-a, kao i sastava i razdiobe podfrakcija HDL-a, mogu rezultirati 
promjenama u PON1 aktivnosti. Zago i koautori pokazali su da je sastav HDL-a u žena u 
postmenopauzi promijenjen. HDL ima veću količinu triglicerida i nižu količinu kolesterola 
(Zago i sur., 2004.). Uspoređujući koncentraciju HDL-a i apoAI između žena u 
postmenopauzi i žena u reproduktivnoj dobi, nismo utvrdili značajnu razliku. U tablici 5. 
prikazane su paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 koje se nisu značajno razlikovale 
između triju ispitivanih skupina. Također su paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 
standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAI bile slične u trima ispitivanim skupinama. Na 
temelju prikazanih rezultata moguće je zaključiti da uočene promjene lipidnoga statusa u žena 
u postmenopauzi u usporedbi sa ženama reproduktivne dobi ne utječu na paraoksonaznu i 
arilesteraznu aktivnost PON1. Stoga su u istraživanje i u kontrolnu skupinu ispitanica i u 
skupinu ispitanica s CIN-om uzete i žene reproduktivne dobi i žene u postmenopauzi.  
  
 
5.2. Paraoksonazna i arilesterazna aktivnost paraoksonaze 1 u ispitanica s premalignim 
promjenama vrata maternice 
 
U različitim patološkim stanjima koja su povezana s oksidacijskim stresom, primjerice 
kod kardiovaskularnih bolesti, kod šećerne bolesti i u bolesnika na hemodijalizi, utvrđeno je 
sniženje PON1 aktivnosti (Grdić Rajković i sur., 2011.; Marchegiani i sur., 2008.). Do sada 
objavljeni literaturni podatci također pokazuju smanjenu PON1 aktivnosti u različitim 
vrstama raka (Arioz i sur., 2009.; Balci i sur., 2012.; Camuzcuoglu i sur., 2009.; Elkiran i sur., 
2007.; Samra i sur., 2011.). Primjerice, paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 snižena 
je u bolesnica s rakom jajnika, a sniženje aktivnosti je povezano i sa stadijem raka, 
histološkim stupnjem i koncentracijom tumorskih markera CA-125 (Camuzcuoglu i sur., 
2009.). Nadalje, snižena paraoksonazna i arilesterazna aktivnost PON1 utvrđena je i u 
bolesnica s rakom dojke i endometrija (Arioz i sur., 2009.; Balci i sur., 2012.). U svojem radu 
Samra i suradnici odredili su paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1, kao i 
koncentraciju PON1 u serumu bolesnika s različitim vrstama raka. Sva tri ispitivana 
parametra bila su mnogo niža u bolesnika s rakom dojke, prostate, pluća te u non-Hodgkinovu 
limfomu. Ovo je jedino istraživanje u kojemu je ispitivana aktivnost i koncentracija PON1 u 






aktivnost PON1, kao i koncentracija PON1 (Samara i sur., 2011.). Pretraživanjem literature 
nismo uspjeli pronaći nijedan rad u kojem je određivana paraoksonazna ili arilesterazna 
aktivnost PON1 u ispitanica s CIN-om. Bazalna i NaCl-stimulirana aktivnost PON1, kao i ove 
aktivnosti standardizirane na koncentraciju HDL-a i apoAI ne razlikuju se znatno između 
kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica 9.). Spomenute aktivnosti 
ne razlikuju se znatno ni između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica podijeljenih 
na LG i HG promjene (tablica 20.). S druge strane, arilesterazna aktivnost PON1, kao i 
standardizirane aktivnosti na koncentraciju HDL-a i apoAI značajno su niže u skupini 
ispitanica s CIN-om (tablica 9.). U skupini ispitanica s CIN-om ARE je niža za 31 %, 
ARE/HDL za 14 %, a ARE/apoAI za 34 %. Ispitana je dijagnostička vrijednost određivanja 
ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s CIN-om 
(tablica 10.). ARE/HDL pokazao je najlošiju dijagnostičku točnost te osjetljivost od 57 % i 
specifičnost od 72 %. ARE je pokazala vrlo dobru dijagnostičku točnost te za optimalnu 
graničnu vrijednost od ≤ 56 kU/L osjetljivost od 65 % i specifičnost od 90 %. Vrlo visoka 
dijagnostička specifičnost pokazuje nam da s vrlo velikom sigurnošću možemo reći da osobe 
s ARE-om ≤56 kU/L nemaju CIN. ARE/apoAI ima relativno dobru dijagnostičku vrijednost 
za razlikovanje zdravih ispitanica od onih s CIN-om, dijagnostička je točnost vrlo dobra, a 
osjetljivost i specifičnost su 78 % i 77 % za optimalnu graničnu vrijednost od ≤36 kU/g. Na 
temelju dobivenih rezultata ARE/apoAI pokazao se kao potencijalni biomarker CIN-a. 
Međutim, potrebno je imati na umu da je rezultat dobiven na relativno malom broju ispitanika 
i da za potvrdu ARE/apoAI kao biomarkera CIN-a treba provesti istraživanje na mnogo 
većem broju ispitanica. ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI također se razlikuju između kontrolne 
skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama (tablica 20). Posthoc 
testiranjem je utvrđeno da se statistički značajno razlikuju kontrolna skupina ispitanica i 
skupina ispitanica s LG promjenama te kontrolna skupina ispitanica i skupina ispitanica s HG 
promjenama. Između skupine ispitanica s LG i HG promjenama nije utvrđena razlika između 
ARE, ARE/HDL i ARE/apoAI. ARE i ARE/apoAI potencijalni su biomarkeri za razlikovanje 
zdravih ispitanica i ispitanica s LG promjenama (tablica 21.) Oba parametra imaju vrlo dobru 
dijagnostičku točnost te osjetljivost od 72 %, odnosno 78 % i specifičnost od 92 %, odnosno 
90 %. Dijagnostička je točnost ARE/HDL-a dobra, a osjetljivost i specifičnost su 78 %, 
odnosno 72 %. Od ovih triju parametara samo se ARE izdvaja kao mogući biomarker za 
razlikovanje kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s HG promjenama s vrlo 






23.). Unatoč vrlo dobroj dijagnostičkoj točnosti ARE/apoAI ima nisku specifičnost (63 %), a 
ARE/HDL uz dobru dijagnostičku točnost ima premalu osjetljivost (45 %). Svakako treba 
potvrditi dobivene rezultate na većemu broju ispitanica.  
  
 
5.3. Parametri lipidnog statusa u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice 
 
Kao što je već spomenuto, HDL i apoAI važni su za održavanje normalne serumske 
aktivnosti PON1 (James i sur., 2004.; Sorenson i sur., 1999.). Između kontrolne skupine 
ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om nije uočena razlika u koncentracijama triglicerida, 
ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i apoB (tablica 7). Ovi lipidni parametri nisu se 
razlikovali ni između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama 
(tablica 18.). Koncentracija HDL-a mnogo je niža, a koncentracija apoAI mnogo viša u 
skupini ispitanica s CIN-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Koncentracija HDL-a 
također je mnogo veća u kontrolnoj skupini ispitanica negoli u skupini s LG promjenama i u  
skupini s HG promjenama. Između skupine ispitanica s LG i HG promjenama nije uočena 
razlika. Snižena ARE u skupini ispitanica s CIN-om i u podskupinama ispitanica s LG i HG 
promjenama nije rezultat uočenih promjena koncentracija HDL-a i apoAI. Da bismo isključili 
utjecaj promijenjenih koncentracija ovih dvaju parametara na arilesteraznu aktivnost PON1, 
aktivnost je standardizirana na koncentracije HDL-a i apoAI. Budući da su i ARE/HDL i 
ARE/apoAI mnogo niže u skupini ispitanica s CIN-om te u skupinama ispitanica s LG i HG 
promjenama u odnosu prema kontrolnoj skupini ispitanica, možemo zaključiti da uočeno 
sniženje arilesterazne aktivnosti PON1 nije rezultat promijenjenih koncentracija HDL-a i 
apoAI. U prilog ovakvom zaključku ide i nepostojanje korelacije između koncentracije HDL-
a, apoAI i ARE-a u kontrolnoj skupini ispitanica, u skupini ispitanica s CIN-om, u skupini 
ispitanica s LG promjenama i u skupini ispitanica s HG promjenama. Promjene parametara 
lipidnoga statusa utvrđene su kod različitih vrsta raka (Camuzcuoglu i sur., 2009.; Delimaris i 
sur., 2007.; Samra i sur., 2011.). Rezultati objavljenih radova nisu dosljedni, što može biti 
rezultat različite patologije bolesti, različitih prehrambenih navika ili utjecaja čimbenika 
okoliša. O razlozima promjena lipidnoga statusa u bolesnica s različitim vrstama raka 
raspravlja se, a uočena promjena koncentracije HDL-a i apoAI u bolesnica s CIN-om 
zahtijeva daljnja istraživanja. Ispitana je dijagnostička vrijednost određivanja koncentracije 






kao potencijalni biomarker (tablice 10., 21.. i 23.). Arilesterazna aktivnost PON1, za razliku 
od paraoksonazne aktivnosti, nema polimorfnu razdiobu te služi za procjenu koncentracije 
PON1 (Nevin i sur., 1996.). Dobiveni rezultati upućuju na mogućnost sniženja koncentracije 
PON1 u serumu žena s CIN-om. 
 
 
5.4. Polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 u ispitanica s premalignim 
promjenama vrata maternice 
 
Jedan od mogućih razloga sniženja aktivnosti PON1 jest i različita razdioba 
genotipova polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena pon1. Ta tri polimorfizma gena 
pon1 najčešće su određivana i dobro je poznat njihov učinak na PON1 aktivnost. 
Polimorfizam Q192R utječe na brzinu hidrolize različitih supstrata. In vitro R192 aloenizm 
hidrolizira supstrat paraokson većom brzinom nego aloenzim Q192. In vitro supstrate sarin, 
soman i diazokson većom brzinom hidrolizira aloenzim Q192. Oba aloenzima hidroliziraju 
supstrat fenilacetat podjednakom brzinom (Davies i sur., 1996.; Deakin i sur., 2004.). 
Polimorfizam L55M utječe na razinu PON1 mRNA, na koncentraciju i na enzimsku aktivnost 
PON1. Aloenzim M55 povezan je s nižom razinom mRNA te nižom koncentracijom i 
aktivnošću PON1 u odnosu prema aloenzimu L55 (Blatter Garin i sur., 1997.; Deakin i sur., 
2004.; Leviev i sur., 2000.; Leviev i sur., 1997.). Od polimorfizama u promotorskoj regiji 
gena pon1 najviše je istraživan polimorfizam -108C>T te se smatra da taj polimorfizam 
najviše pridonosi varijaciji PON1 u serumu. Ovaj polimorfizam utječe na ekspresiju gena 
pon1. C na poziciji –108 povezan je s većom ekspresijom gena pon1 te, posljedično, s većom 
koncentracijom i aktivnošću PON1 nego kada je na toj poziciji prisutan T (Brophy i sur., 
2001a.; Deakin i sur., 2004; Leviev i sur., 2000.; Suehiro i sur., 2000.). Istraživanje je 
pokazalo da POX i POX1 znatno ovise o genotipovima Q192R, L55M i –108C>T 
polimorfizama gena pon1 i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om 
(tablice 15. i 16.). Genotipovi RR, LL i CC imaju najvišu, genotipovi QR, LM i CT srednju, a 
genotipovi QQ, MM i TT najnižu POX i POX1 i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini 
ispitanica s CIN-om. Iznimka je POX za polimorfizam –108C>T gena pon1 u skupini 
ispitanica s CIN-om, gdje genotip CT ima najveću, a genotip CC srednju aktivnost. Jednaki 
utjecaj spomenutih polimorfizama na paraoksonaznu aktivnost PON1 pronađen je i u drugim 






2007.). U objema ispitivanim skupinama ARE nije ovisila o genotipovima polimorfizma 
Q192R gena pon1 (tablice 15 i 16.). Leviev i suradnici također nisu uočili znatan utjecaj 
polimorfizma Q192R na ARE, dok se u drugim radovima ARE razlikovala između triju 
genotipova ovog polimorfizma, ali su razlike u aktivnosti bile mnogo manje nego u slučaju 
polimorfizama L55M i –108C>T (Brophy i sur., 2001a.; Leviev i sur., 2000.; Roest i sur., 
2007.). Genotipovi polimorfizma L55M gena pon1 znatno utječu na ARE. Genotip LL ima 
najveću, LM srednju, a MM najmanju aktivnost i u kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini 
ispitanica s CIN-om (tablice 15 i 16.). Genotipovi polimorfizma –108C>T gena pon1 također 
znatno utječu na ARE u objema ispitivanim skupinama. Genotipp CC ima najveću, genotip 
CT srednju, a genotip TT najmanju aktivnost (tablice 15 i 16.). Jednaki utjecaj polimorfizma 
L55M i –108C>T opisan je i u drugim radovima (Brophy i sur., 2001a.; Leviev i sur., 2000.; 
Roest i sur., 2007.). U skupinini ispitanica s CIN-om ARE je značajno niža za svaki pojedini 
genotip polimorfizam L55M i -108C>T gena pon1 (tablici 17.) u odnosu na kontrolnu 
skupinu ispitanica. 
 S obzirom na to da polimorfizmi Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 utječu na 
aktivnost i koncentraciju PON1, ispitivana je veza između tih polimorfizama i različitih vrsta 
raka. Prisutnost QQ genotipa za polimorfizam Q192R gena pon1 povezana je s 2,8 puta većim 
rizikom od raka jajnika u turskoj populaciji. Dob pojave raka jajnika u ispitivanoj populaciji 
ovisila je o genotipovima polimorfizama L55M i Q192R gena pon1 (Arpaci i sur., 2009.). U 
drugom su istraživanju aleli L55 i Q192 povezani sa smanjenim rizikom od raka jajnika u 
odnosu prema nositeljima genotipa RR i MM (Lurie i sur., 2008.). U talijanskoj populaciji 
nositelji genotipa QR i RR imaju manji rizik od raka dojke u usporedbi s nositeljima genotipa 
QQ. Također je polimorfizam L55M povezan s većim rizikom za rak dojke u spomenutoj 
populaciji (Antnogneli i sur., 2009.). Stevens i suradnici pokazali su da žene s genotipom MM 
za polimorfizam L55M imaju 57 % veći rizik od raka dojke i 85 % veći rizik od invazivnog 
raka dojke, dok polimorfizam Q192R nisu povezali s rizikom za razvoj tog raka (Stevens i 
sur., 2006.). Saadat je u svojoj meta analizi utvrdio da su aleli M55 i Q192 povezani s većim 
rizikom od raka dojke (Saadat, 2011.). Pregledom literature nismo pronašli nijedan rad u 
kojemu su određivani genotipovi polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u 
bolesnica s rakom vrata maternice ni u ispitanica s CIN-om, pa smo stoga željeli ispitati i to 
jesu li spomenuta tri polimorfizma rizični čimbenici za razvoj i napredovanje CIN-a.
 Poznato je da se razdioba alela polimorfizma Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 






kontrolnoj skupini ispitanica usporedili smo s učestalosti alela drugih populacija (tablica 28.). 
Dobivene učestalosti alela triju ispitivanih polimorfizama u kontrolnoj skupini ispitanica 
gotovo su identične s već objavljenim podatcima za Hrvatsku populaciju (Grdić i sur., 2008.). 
U hrvatskoj populaciji, kao i u ostalim europskim populacija aleli Q192 i L55 učestaliji su od 
alela R192 i M55. Azijska populacija ima veću učestalost alela R192 i vrlo nisku učestalost 
alela M55. Aleli –108C i –108T podjednako su zastupljeni i njihova se razdioba ne razlikuje 
između europskih i azijskih populacija. 
 
Tablica 28. Razdioba alela polimorfizma Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 u raznim 
svjetskim populacijama. 
POPULACIJE      Q192R      L55M      –108C>T   
 Q R L M C T Literatura 
europske populacije        
Hrvati 0,75 0,25 0,61 0,394 0,53 0,47 ovo istraživanje 
Hrvati 0,77 0,23 0,66 0,34 0,54 0,46 Grdić i sur., 2008. 
Turci 0,69 0,31 0,72 0,28 – – Aynacioglu i sur., 1999. 
Britanci 0,78 0,22 0,70 0,30 0,52 0,48 O`Leary i sur, 2005. 
Talijani 0,65 0,35 0,66 0,34 0,57 0,43 Sardo i sur., 2005. 
Španjolci 0,70 0,30 0,63 0,37 0,46 0,54 Parra i sur., 2007. 
Nizozemci 0,68 0,32 0,63 0,37 – – Leus i sur., 2001. 
Finci 0,69 0,31 0,67 0,33 – – Clarimon i sur., 2004 
Francuzi 0,63 0,37 0,63 0,37 – – Letellier i sur., 2002. 
azijske populacije        
Japanci 0,40 0,60 0,94 0,06 0,48 0,52 Suehiro i sur., 2000. 
Japanci 0,35 0,65 0,92 0,08 – – Imai i sur., 2000. 
Kinezi 0,35 0,65 1,00 0,00 0,56 0,44 Wang i sur., 2003. 
 
   
 Usporedbom kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om (tablica 13.) 
utvrđeno je da su u objema ispitivanim skupinama najučestaliji genotipovi QQ (59 % i 51 %) 
za Q192R i CT (45 % i 42 %) za –108C>T polimorfizme gena pon1. U objema je skupinama 
najmanje učestali genotip RR (8 % i 5 %) za Q192R i TT (25 % i 23 %) za –108C>T 
polimorfizme gena pon1. Za polimorfizam L55M gena pon1 najučestaliji je genotip LM (42 
%), a najmanje je učestali genotip MM (18 %) u kontrolnoj skupini ispitanica, dok su u 






najmanju učestalost (14 %). U objema ispitivanim skupinama najučestaliji su alel Q (75 % i 
73 %) za Q192R, alel L (61 % i 65 %) za L55M te alel C (53 % i 56%) za –108 C>T 
polimorfizam gena pon1 (tablica 14.). Za polimorfizam Q192R u skupini ispitanica s LG 
promjenama najučestaliji je genotip QR (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip QQ 
(55 %) (tablica 26.). Za polimorfizam L55M u skupini ispitanica s LG promjenama 
najučestaliji je genotip LL (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip LM (45 %) (tablica 
26.). Za polimorfizam –108C>T u skupini ispitanica s LG promjenama najučestaliji je genotip 
CC (55 %), a u skupini s HG promjenama genotip CT (47 %) (tablica 26.). Najučestaliji alel 
polimorfizma Q192R je alel Q u skupinu ispitanica s LG promjenama (67 %) i u skupini 
ispitanica s HG promjenama (76 %) (tablica 27.). Najučestaliji alel polimorfizma L55M jest 
alel L u skupinu ispitanica s LG promjenama (75 %) i u skupini ispitanica s HG promjenama 
(61 %) (tablica 27.). Najučestaliji alel polimorfizma –108C>T je alel C u skupinu ispitanica s 
LG promjenama (69 %) i u skupini ispitanica s HG promjenama (51 %) (tablica 27.). 
Učestalost genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T gena pon1 ne 
razlikuju se značajno između kontrolne skupine ispitanica i ispitanica s CIN-om (tablica 13. i 
14.) niti između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s LG i HG promjenama 
(tablica 26. i 27.). Na temelju dobivenih rezultata možemo zaključiti da snižena ARE nije 
rezultat različite distribucije genotipova triju ispitivanih polimorfizama gena pon1. Nadalje 
rezultati upućuju na to da nijedan od spomenutih polimorfizama nije rizični čimbenik za 
razvoj CIN-a kao ni za napredovanje ovih promjena iz niskorizičnih u visokorizične. Budući 
da na aktivnost PON1 utječu različiti negenski čimbenici te da postoji niz polimorfizama u 
promotorskoj i kodirajućim regijama gena pon1 koji nisu istraženi u ovom radu ne možemo 
isključiti njihov utjecaj na ARE i razvoj CIN-a. Također treba imati na umu da su 
polimorfizmi Q192R, L55M i –108C>T određeni na relativno malome broju uzoraka te se 














5.5. Fenotip paraoksonaze 1 u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice 
 
Fenotip PON1 rezultat je utjecaja genskih čimbenika, tj. polimorfizama u promotorskoj i 
kodirajućim regijama gena pon1, kao i niza negenskih čimbenika (Roest i sur., 2007.). 
Snižena ARE u bolesnica s CIN-om moguće je posljedica različite razdiobe fenotipova PON1 
između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s CIN-om. Fenotip PON1 određen je 
metodom s dvama supstratima, paraoksonom i fenilacetatom (Eckerson i sur., 1983.). Kao što 
je očekivano, razdioba paraoksonazne aktivnosti PON1 (bazalne i NaCl-stimulirane) je 
bimodalna (slike 22., 23., 24., 25.), razdioba arilesterazne aktivnosti jest unimodalna (slike 
26., 27.), a razdioba omjera POX1/ARE je trimodalna (slike 28., 29.) i u kontrolnoj skupini 
ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om. Omjer POX1/ARE omogućio je razdvajanje 
ispitanica s fenotipom AA (homozigoti niska aktivnost), AB (heterozigoti) i BB (homozigoti 
visoka aktivnost). Polimorfizam Q192R gena pon1 molekularna je podloga polimorfne 
razdiobe praoksonazne aktivnosti PON1. U ispitanika s aloenzimom B na poziciji 192 nalazi 
se arginin (R), dok se u ispitanika s aloenzimom A nalazi glutamin (Q). Fenotip AA odgovara 
genotipu QQ, fenotip AB genotipu QR, a fenotip BB genotipu RR (Eckerson i sur., 1983.; 
Humbert i sur., 1993.). U kontrolnoj skupini ispitanica i u skupini ispitanica s CIN-om 
najučestaliji je fenotip AA (57 % i 52 %), dok je najmanje učestao fenotip BB (11 % i 12 %) 
(tablica 12.). Učestalosti su fenotipova u dvjema ispitivanim skupinama podjednake i ne 
razlikuju se značajno. U skupini ispitanica s HG promjenama, kao i u kontrolnoj skupini 
ispitanica, najučestaliji je fenotip AA (62 %), a najmanje je učestao fenotip BB (13 %). U 
skupini ispitanica s LG promjenama najveća je učestalost fenotipa AB (61 %), a najmanja 
fenotipa BB (11 %). Iako se fenotipovi razlikuju po učestalosti između triju ispitivanih 
skupina, ova razlika nije statistički značajna (tablica 25.). Pregledom literaturnih podataka 
nismo uspjeli naći nijedan rad u kojemu je određivan fenotip PON1 u bolesnica s CIN-om. 
Uspoređeno je podudaranje fenotipova PON1 i genotipova polimorfizma Q192R gena pon1 u 
ispitivanim skupinama. U kontrolnoj je skupini ispitanika podudarnost genotipa i fenotipa 
PON1 jako dobra. U samo 6,4 % ispitanica nije utvrđeno podudaranje, tri su ispitanice imale 
fenotip AB, a genotip QQ, dok su četiri ispitanice imale fenotip BB, a genotip QR. U skupini 
ispitanica s CIN-om nepodudaranje fenotipa i genotipa nađeno je u čak 21 % ispitanika. Kod 
4 ispitanice određen je fenotip AA i genotip QR, u 3 ispitanice fenotip AB i fenotip QQ te 
kod 1 ispitanice fenotip AB i genotip RR, a kod 6 ispitanica fenotip BB i genotip QR. 






krivog smisla i besmislenih mutacija u genu pon1. Jarvik i suradnici utvrdili su mutaciju 
Trp194Stop u alelu R u jednog ispitanika kojemu su određeni fenotip AA i genotip QR 
(Jarvik i sur., 2003.). U daljnjim istraživanja svakako treba ispitivati razloge nepodudaranja 
fenotipa i genotipa u ispitanica s CIN-om jer možda prisutnost takvih mutacija može objasniti 
i uočenu smanjenu aktivnost ARE-a u ispitanica s CIN-om. 
 
 
5.6. Biljezi oksidacijskog stresa u ispitanica s premalignim promjenama vrata maternice 
 
Istraživanja koja su obuhvatila određivanje parametara oksidacijskoga stresa u serumu 
bolesnica s rakom vrata maternice pokazale su povećanu lipidnu peroksidaciju i promjene u 
enzimskim i neenzimskim antioksidacijskim mehanizmima. Primjerice, Ahmed i suradnici 
utvrdili su smanjenu koncentraciju glutationa, vitamina E i C, smanjenu aktivnost GPx-a i 
SOD-a te povećanu koncentraciju lipidnih peroksida u ispitanica s rakom vrata maternice 
(Ahmed i sur., 1999.). Manju i suradnici u dvama su svojim radovima utvrdili sniženu 
aktivnost SOD-a, GPx-a, glutation-S-transferaze (GST) i CAT-a, smanjenu koncentraciju 
glutationa (GSH), vitamina C i E te povećanu koncentraciju lipidnih peroksida i konjugiranih 
diena u ispitanica s rakom vrata maternice (Manju i sur., 2002a.; Manju i sur., 2002b.). Beevi 
i suradnici također su potvrdili prisutnost oksidacijskoga stresa (porast MDA, smanjenje 
SOD-a, CAT-a i GPx-a) u tih ispitanica (Beevi i sur., 2007.). U dvama istraživanjima 
određeni su parametri oksidacijskoga stresa u bolesnica s CIN-om i rakom vrata maternice. 
Kim i suradnici pokazali su da je koncentracija MDA-a najveća u ispitanica s CIN-om, 
srednja u bolesnica s rakom, a najniža u kontrolnoj skupini. Nadalje aktivnost GPx-a najveća 
je u kontrolnoj skupini ispitanica, srednja u skupini s CIN-om, a najniža u skupini s rakom. 
Također je uočen pad ukupnoga antioksidacijskoga statusa, od kontrole, CIN-a do raka (Kim i 
sur., 2003.). Looi i suradnici pokazali su porast koncentracije MDA-a u skupini s CIN-om i u 
skupini s rakom u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica. Aktivnost GPx-a bila je veća, 
a SOD-a i CAT-a niža u ispitanica s CIN-om i rakom u usporedbi s kontrolnim ispitanicama 
(Looi i sur., 2008.). Prisutnost povećane lipidne peroksidacije te promjene u 
antioksidacijskom sustavu u bolesnica s CIN-om upućuju na važnost oksidacijskoga stresa 
već u ranoj fazi karcinogeneze, tj. u fazi CIN-a. U ovom su radu određene koncentracije 
parametara oksidacijskoga stresa slobodnih tiolnih skupina, MDA i GSH (tablice 8. i 19.). 






izvanstranični antioksidansi. Albumin reagira sa slobodnim radikalima, pri čemu dolazi do 
oksidacije tiolnih skupina (Mallikarjunappa i sur., 2007.). U uzorcima tkiva raka vrata 
maternice u usporedbi s normalnim tkivom vrata maternice utvrđena je povećana razina 
oksidiranih tiolnih skupina proteina, čime se sugerira da jaki oksidacijski uvjeti djeluju na 
stanice raka (De Marco, 2013.).  U ovom istraživanju, koncentracija slobodnih tiolnih skupina 
u serumu ne razlikuje se značajno između kontrolne skupine ispitanika i skupine ispitanica s 
CIN-om niti između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica podijeljenih na LG i HG 
promjene (tablice 8. i 19.). Na temelju ovih rezultata vidljivo je da ispitanice s CIN-om 
nemaju povećanu oksidaciju slobodnih tiolnih skupina u odnosu prema zdravim ispitanicama. 
Jedan od aldehida koji je produkt lipidne peroksidacije jest i MDA (Černe i sur., 2006.; 
Griffiths i sur., 2002.; Jialal i sur., 1996.). Koncentracija MDA-a mnogo je niža u skupini 
ispitanica s CIN-om u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica (tablica 8.). Koncentracija 
MDA-a značajno se razlikuje i između kontrolnih ispitanica i ispitanica s LG i HG 
promjenama (tablica 19.). Posthoc testiranjem utvrđeno je da je koncentracija MDA-a mnogo 
manja u skupini ispitanica s HG promjenama negoli u kontrolnoj skupini ispitanica te da 
skupina ispitanica s HG promjenama ima mnogo nižu koncentraciju MDA-a u odnosu prema 
skupinu s LG promjenama. Dobiveni rezultati upućuju na vjerojatno aktiviranje i djelovanje 
antioksidacijskih sustava koji sprečavaju razvoj lipidne peroksidacije u žena s CIN-om.  
Glutation je tripeptid (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicin) koji ima različite funkcije u 
organizmu. Svoje antioksidacijsko djelovanje ostvaruje izravno reakcijom slobode tiolne 
skupine cisteinskog ostatka s ROS-om i elektrofilima ili neizravno djelujući kao kofaktor 
raznih enzima (Lushchak i sur., 2011.). Koncentracija reduciranog GSH-a mnogo je veća u 
skupini ispitanica s CIN-om negoli u kontrolnoj skupini ispitanica (tablica 8.). kao i u skupini 
ispitanica s LG i HG promjenama u odnosu prema kontrolnoj skupini ispitanica (tablica 
(tablica 19.). Koncentracija reduciranog GSH-a ne razlikuje se značajno između skupine 
ispitanica s LG i HG promjenama. Ovaj podatak podupire gore navedene pretpostavke da se u 
bolesnica s CIN-om aktiviraju i djeluju antioksidacijski sustavi organizma. U radu smo 
odredili dijagnostičku vrijednost određivanja koncentracije GSH-a i MDA-a za dijagnostiku 
CIN-a. GSH se nije pokazao kao dobar dijagnostički biomarker (tablice 10., 21., i 23.). 
Dijagnostička je točnost MDA-a za razlikovanje zdravih ispitanica od ispitanica s CIN-om 
dobra, a dijagnostička osjetljivost i specifičnost su 77 i 76 %. Dobra dijagnostička točnost za 
MDA uz osjetljivost od 85 % i nisku specifičnost od 67 % dobivena je za razlikovanje 






točnošću, osjetljivošću i specifičnošću od 83 % za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica 
s HG promjenama. Dobiveni rezultati koncentracija parametara oksidacijskoga stresa nisu u 
skladu s objavljenim literaturnim podatcima (Kim i sur., 2003.; Looi i sur., 2008.). Međutim, 
Kim i suradnici određivali su parametre oksidacijskoga stresa na populaciji žena iz Koreje, a 
Looi i suradnici na populaciji žena iz Malezije (Kim i sur., 2003.; Looi i sur., 2008.). Različite 
prehrambene i životne navike te utjecaj okolišnih čimbenika u različitim dijelovima svijeta 
mogu biti jedan od razloga nepodudaranja rezultata. Naše istraživanje, kao i ova navedena 
istraživanja rađeno je na relativno malom broju ispitanica s CIN-om te dobivene rezultate 
treba potvrditi na većoj ispitivanoj skupini. U većine žena uočava se spontana eliminacija 
HPV-a tijekom dvije godine zbog adekvatnoga djelovanja imunosnog sustava. Jedan od 
mogućih čimbenika koji dovodi do eliminacije virusa i izlječenja CIN-a jest i dobar 
antioksidacijski odgovor organizma. S obzirom na to da žene nismo pratili longitudinalno, ne 
možemo znati u kojih će ispitanica doći do progresije bolesti, a u kojih do izlječenja nakon 
dvije ili više godina. Da bismo utvrdili ulogu dobroga antioksidacijskog odgovora u 
sprječavanju progresije i/ili izlječenju CIN-a, potrebno je provesti longitudinalno istraživanje. 
  
 
5.7. Mogući prediktori premalignih promjena vrata maternice 
 
Univarijantnom i multivarijantnom regresijskom analizom ispitali smo arilesteraznu 
aktivnost PON1, koncentraciju HDL, apoAI, MDA i GSH kao moguće prediktore CIN-a 
(tablica 11.). Univarijantnom regresijskom analizom svi ispitivani parametri su se pokazali 
kao potencijalni prediktori CIN-a. U multivarijantni logistički regresijski model uključeni su 
ARE/HDL, ARE/apoAI, MDA i GSH te je ovim modelom ispravno klasificirano 89,08 % 
ispitanica s CIN-om. HDL, ARE, ARE/HDL, ARE/apoAI i GSH su se pokazali kao 
potencijalni prediktori LG promjena, a multivarijantni logistički regresijski model uključio je 
ARE/HDL i ARE/apoAI te je korektno klasificirao 93,70% ispitanica s LG promjenama 
(tablica 22.). HDL, ARE, ARE/HDL, ARE/apoAI, MDA i GSH također su potencijalni 
prediktori HG promjena, a multipli logistički regresijski model uključio je ARE/HDL, 
ARE/apoAI, MDA i GSH te je korektno klasificirano u skupinu s HG promjenama 88,46 % 
ispitanica (tablica 24.). MDA je jedini parametar čija se koncentracija razlikovala između 
skupine ispitanica s LG i HG promjenama no, međutim, logističkom regresijskom analizom 






Ovo je istraživanje prvo istraživanje kojim je obuhvaćeno određivanje paraoksonazne i 
arilesterazne aktivnosti PON1, fenotip PON1 te polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena 
pon1 u ispitanica s CIN-om. Dobiveni rezultati pokazuju da je u žena s CIN-om prisutna 
oksidacijsko-antioksidacijska neravnoteža. Snižena arilesterazna aktivnost PON1 ukazuje na 
vjerojatno sniženu koncentraciju PON1 u serumu ovih ispitanica, što je moguće posljedica 
smanjene ekspresije gena pon1 uslijed poremećaja redoks homeostaze. Uočene promjene 
koncentracija HDL-a i apoAI nisu čimbenici koji objašnjavaju sniženu ARE. Nadalje, ovim je 
istraživanjem pokazano da polimorfizmi Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 nisu rizični 











































Paraoksonazna aktivnost PON1, kao i standardizirane aktivnosti na koncentracije HDL-a i 
apoAI, ne razlikuju se značajno između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s 
CIN-om niti kontrolne skupine ispitanica i podskupina ispitanica s LG i HG promjenama.  
 
Arilesterazna aktivnost PON1, kao i standardizirane aktivnosti na koncentraciju HDL-a i 
apoAI, mnogo su niže u skupini ispitanica s CIN-om te u skupini ispitanica s LG i HG 
promjenama u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica. Između skupina ispitanica s LG i HG 
promjenama nije uočena razlika u ovim aktivnostima. 
 
Fenotipovi PON1 ne razlikuju se značajno između ispitivanih skupina. 
 
Razdioba genotipova i alela polimorfizama Q192R, L55M i -108C>T gena pon1 podjednaka 
je u kontrolnoj skupini ispitanica, i u skupini ispitanica s CIN-om te u kontrolnoj skupini 
ispitanica i u skupinama ispitanica s LG i HG tipom promjena.  
 
Potvrđen je u literaturi opisan utjecaj polimorfizama Q192R, L55M i – 108C>T gena pon1 na 
paraoksonaznu i arilesteraznu aktivnost PON1 u kontrolnoj skupini ispitanica, kao i u skupini 
ispitanica s CIN-om. 
 
Uočeno sniženje ARE-a nije rezultat promijenjenih koncentracija HDL-a i apoAI, utjecaja 
fenotipova PON1 ni različite razdiobe genotipova polimorfizama Q192R, L55M i –108C>T 
gena pon1. Mogući razlog snižene ARE jest smanjena ekspresija gena pon1 uslijed 
poremećaja redoks homeostaze u žena s CIN-om. 
 
Koncentracija tiolnih skupina ne razlikuje se značajno između kontrolne skupine ispitanica i 
skupine ispitanica s CIN-om niti između kontrolne skupine ispitanica i skupine ispitanica s 
LG i HG promjenama. Dobiveni rezultati pokazuju da u ispitanica s CIN-om nije dokazana 
povećana oksidacija slobodnih tiolnih skupina u serumu. 
 
Koncentracija MDA-a mnogo je niža, dok je koncentracija reduciranog GSH-a mnogo viša u 
skupini ispitanica s CIN-om. Koncentracija GSH-a viša je u skupini žena s LG ili HG 
promjenama u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanica dok ova razlika nije uočena 






s HG promjenama u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica te je koncentracija MDA također 
značajno niža u skupini ispitanica s HG promjenama u odnosu na skupinu ispitanica s LG 
promjenama. Dobiveni rezultati upućuju na oksidacijsko-antioksidacijsku neravnotežu u žena 
s CIN-om. 
 
MDA se pokazao kao dobar dijagnostički biomarker sa zadovoljavajućom točnošću, 
specifičnošću i osjetljivošću za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s HG promjenama. 
ARE/apoAI potencijalni je biomarker za razlikovanje zdravih ispitanica i ispitanica s CIN-
om. Nadalje, ARE i ARE/apoAI potencijalni su biomarkeri za razlikovanje zdravih ispitanica 
i ispitanica s LG promjenama, dok je ARE potencijalni biomarker za razlikovanje zdravih 
ispitanica i ispitanica s HG promjenama. 
 
Multivarijantni logistički regresijski model koji uključuje ARE/HDL, ARE/apoAI, MDA i 
GSH korektno klasificira u skupinu CIN-a 89,08 % ispitanica. Multivarijantni regresijski 
model koji uključuje ARE/HDL i ARE/apoAI korektno klasificira u skupinu s LG 
promjenama 93,70 % ispitanica. Također multivarijantni logistički regresijski model koji 
uključuje ARE/HDL, ARE/apoAI, GSH i MDA korektno klasificira u skupinu s HG 
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ARE  arilesterazna aktivnost PON1 
ARE/apoAI arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju apoAI 
ARE/HDL arilesterazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju HDL-a 
CAT  katalaza 
CIN  cervikalna intraepitelna neoplazija 
CIS  karcinom in situ 
GPx  glutationska peroksidaza 
GSH  reducirani glutation 
GST  glutation S-transferaza 
HDL  lipoprotein velike gustoće 
HG                 CIN  visokog rizika (od eng. high grade) 
HPV  humani papiloma virus 
LDL  lipoprotein male gustoće 
LG  CIN niskog rizika (od eng. low grade) 
MDA  malondialdehid 
oLDL  oksidirani lipoprotein male gustoće 
PCR  lančana reakcija polimerazom 
PHD               patohistološka dijagnoza 
PON1  paraoksonaza 1 
POX  bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 
POX/apoAI bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju apoAI 
POX/HDL     bazalna paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na koncentraciju  
HDL-a 
POX1  NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 
POX1/apoAI NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na 
koncentraciju apoAI 
POX1/HDL NaCl-stimulirana paraoksonazna aktivnost PON1 standardizirana na 
koncentraciju HDL-a 
RFLP  polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata  
RNS  reaktivni dušikovi spojevi  
ROS   reaktivni kisikovi spojevi  






SOD  superoksidna dizmutaza 
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